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1 Einleitung 
1.1 Die Alzheimer-Krankheit 
1.1.1 Beschreibung der Alzheimer-Krankheit 
Vor gut hundert Jahren beschrieb Alois Alzheimer die nach ihm benannte Alzheimer-
Demenz. In seinem Artikel „Über eine eigenartige Erkrankung der Hirnrinde“ berichtete 
Alzheimer von dem Fall seiner 51-jährigen Patientin Auguste D., die unter zeitlicher und 
räumlicher Desorientierung, Wahrnehmungsstörungen, emotionaler Instabilität und einem 
rasch voranschreitenden Gedächtnisverlust litt. Bei Untersuchung des Gehirns der 
verstorbenen Patientin konnte Alzheimer die titelgebende Atrophie und weitere 
histopathologische Veränderungen feststellen (Alzheimer, 1907). Diese damals neuartige 
Erkrankung gilt heute als die häufigste Form der Demenz (Selkoe, 2001). Allein in 
Deutschland gibt es derzeit ca. 1,3 Millionen Patienten (http://www.wegweiser-
demenz.de/informationen.html) und weltweit geht man von schätzungsweise 35 Millionen 
Betroffenen aus (http://www.alzheimer-forschung.de/presse/index.htm?showid=3493). Als 
größter Risikofaktor für die Alzheimer-Krankheit gilt das Altern. Unter Einbeziehung der 
steigenden Lebenserwartung und der demographischen Entwicklung wird prognostiziert 
davon ausgegangen, dass bereits 2050 weltweit 115,4 Millionen Alzheimer-Patienten zu 
erwarten sind (http://www.alzheimer-forschung.de/alzheimer-krankheit/index.htm). 
Das wichtigste makroskopische Merkmal ist die bereits von Alois Alzheimer beschriebene 
Atrophie des Gehirns. Diese lässt sich in Form eines deutlichen Gewichtsverlustes des 
durchschnittlichen adulten Gehirns von ca. 1300 bis 1700 g auf ca. 800 bis 1000 g erkennen 
(S nchez et al.,     ). Die wichtigsten mikroskopischen, histopathologischen Veränderungen 
im Gehirn von Alzheimer-Patienten sind das Auftreten von amyloiden Ablagerungen 
(„Plaques“) und neurofibrillären Bündeln („neurofibrillary tangles“) (Ballard et al., 2011). 
Diese sind meist in den Gehirnregionen des Neokortex und des Hippokampus sowie im 
limbischen System zu finden (Braak et al., 1996). Diese histopathologischen Veränderungen, 
die bereits von Alois Alzheimer beschrieben werden konnten, dienen bis heute der 
eindeutigen Diagnose der Alzheimer-Krankheit, die nur post mortem möglich ist (Thorsett & 
Latimer, 2000). Mikroskopische Aufnahmen der beiden Hauptmerkmale sind in Abbildung 1 
zu finden.  
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Abbildung 1: Typische histopathologische Veränderungen im Gehirn von Alzheimer-Patienten. 
Mikroskopische Aufnahmen von Silberfärbungen von A) einer typischen amyloiden Ablagerung, die 
in diesem Stadium als neuritisches „Plaque“ bezeichnet wird, und B) intrazellulären neurofibrillären 
Bündeln („neurofibrillary tangles“) (S nchez et al.,     ). 
Die extrazellulären amyloiden Ablagerungen weisen einen Durchmesser von 20 bis 100 µm 
auf und bestehen hauptsächlich aus Amyloid-β (Aβ). Dabei bildet Aβ Fibrillen, die eine 
schwer lösliche β-Faltblatt-Struktur besitzen, aus. Interessanterweise lassen sich in den 
Plaques unterschiedlich lange Formen dieses Amyloid-β finden: Zumeist besitzt Aβ eine 
Länge von 42 Aminosäuren (Jarrett et al., 1993; Lansbury, 1997); es konnten aber auch Aβ 4  
und darüber hinaus weitere N- und C-terminal verkürzte oder verlängerte Formen des Aβ-
Peptids nachgewiesen werden (Glenner et al., 1984; Masters et al., 1985). Je nach dem 
mikroskopischen Erscheinungsbild werden die „Plaques“ als diffus bis neuritisch bezeichnet, 
um die unterschiedlichen Entwicklungsstadien der amyloiden Ablagerungen umschreiben zu 
können. Diffuse Ablagerungen zeichnen sich durch eine relativ „lockere“ Akkumulation von 
Aβ aus, ohne dass dabei feste Grenzen beobachtet werden können (S nchez et al.,     ). 
Diese diffusen Ablagerungen wurden auch in Gehirnen von älteren Menschen ohne 
Alzheimer-Krankheit nachgewiesen (Hardy & Selkoe, 2002). Bilden sich die diffusen 
Ablagerungen weiter aus und beginnen sie feste Grenzen und einen festen Kern auszubilden, 
so spricht man von neuritischen „Plaques“ (vergleiche Abbildung  A). Dieser feste Kern wird 
im Besonderen durch seine Umgebung, in der degenerierte Axone und Dendriten (Braak et 
al., 1996) sowie aktivierte Mikrogliazellen und Astrozyten (Pike et al., 1994) zu finden sind, 
charakterisiert.  
Die neurofibrillären Bündel, die in den Neuronen von Alzheimer-Patienten gefunden werden 
können, bestehen hauptsächlich aus dem Protein Tau, welches in Form von gepaarten 
helikalen Filamenten aggregiert (Terry et al., 1964). Die physiologische Funktion des Tau-
Proteins ist die Stabilisierung der axonalen Mikrotubuli (Friedhoff et al., 2000). Unter 
A B
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pathologischen Bedingungen wird das Tau-Protein hyperphosphoryliert (Grundke-Iqbal et al., 
1986) und aggregiert. Die Hyperphosphorylierung des Proteins ist wiederum durch eine 
Störung des Gleichgewichts verschiedener Kinasen und Phosphatasen bedingt (Mandelkow & 
Mandelkow, 1998). Diese neurofibrillären Bündel sind jedoch nicht spezifisch für die 
Alzheimer-Krankheit, da sie auch im Zusammenhang mit anderen neurodegenerativen 
Krankheitsbildern bekannt sind. Diese werden oft als Tauopathien, deren einheitliches 
Merkmal die Ansammlung des Tau-Proteins im Gehirn ist, zusammengefasst. Ein Beispiel 
hierfür ist eine weitere Demenz, die sogenannte Frontotemporale Demenz (Morris et al., 
2001). 
1.1.2 Die Amyloid-Kaskaden-Hypothese 
Einige Jahrzehnte nach der initialen Beschreibung durch Alois Alzheimer wurden 
erstaunlicherweise auch in jungen, erwachsenen Down-Syndrom-Patienten (Trisomie 21) die 
Merkmale der Alzheimer-Krankheit festgestellt: amyloide Ablagerungen und neurofibrilläre 
Bündel (Schochet et al., 1973). Dies führte zu weiteren wichtigen Fortschritten: Zum einen 
konnte so erstmals das Aβ-Peptid als Hauptbestandteil der amyloiden Ablagerungen 
identifiziert werden (Glenner & Wong, 1984). Zum anderen konnte aus der Aβ-Peptid-
Sequenz folgend die Klonierung des „Amyloid β Vorläuferprotein“-Gens („Amyloid β 
precursor protein“, APP), codiert auf Chromosom   , bewerkstelligt werden (Korenberg et 
al., 1989). Diese Forstschritte führten zur Identifizierung von zahlreichen Alzheimer-
auslösenden Mutationen im APP-Gen (Kowalska, 2003) und weiteren assoziierten Genen 
(Bertram & Tanzi, 2008). Dieses neue, stetig zunehmende Wissen führte zur Formulierung 
der sogenannten Amyloid-Kaskaden-Hypothese mit folgenden Annahmen (Hardy & Higgins, 
1992): durch proteolytische Spaltung von APP wird das Aβ-Peptid gebildet, welches durch 
Akkumulation eine komplexe Kaskade von Reaktionen hervorruft, die letztendlich in den 
Alzheimer-typischen Symptomen sichtbar werden. Im Speziellen wird hierbei davon 
ausgegangen, dass auf Grund von Mutationen oder anderer Risikofaktoren die Produktion von 
Aβ erhöht und zeitgleich der Abbau vermindert wird. Dabei wird auch hypothetisiert, dass 
sich das Verhältnis von Aβ 4 /Aβ 4  zu Gunsten der längeren Spezies verschiebt. Das um 
zwei Aminosäuren längere Aβ 4  neigt auf Grund seiner erhöhten Hydrophobizität stärker zur 
Aggregation und bildet rasch Oligomere (Selkoe, 1999). Diese können direkt toxische 
Reaktionen vermitteln und die Synapsen-Funktion beinträchtigen oder indirekt als 
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Aggregationskeim für weitere Aβ-Spezies dienen und somit weitere synaptische oder 
neuronale Schäden verursachen oder auch zur Ausbildung neuritischer Plaques beitragen. Die 
Summe diese Ereignisse führt zur Aktivierung von Astrozyten, Mirkogliazellen und der 
Entzündungsantwort. Daraus resultierende Veränderungen des intrazellulären Milieus führen 
zu einer Störung des Gleichgewichts von unterschiedlichen Kinasen und Phosphatasen, was 
zur Entstehung von neurofibrillären Bündeln führt. Am Ende der Kaskade stehen der 
vielfache Funktionsverlust und das Absterben von Neuronen, was letztlich zu den Demenz-
typischen kognitiven Defiziten und den assoziierten Symptomen führt (Hardy & Selkoe, 
2002). Diese Annahmen sind schematisch in untenstehender Abbildung 2 zusammengefasst.  
 
Abbildung 2: Schematische Darstellung der Amyloid-Kaskaden-Hypothese.  
Gezeigt sind die Schritte von der vermehrten Aβ-Produktion bis hin zum neuronalen Absterben und 
der Entwicklung der Alzheimer-Demenz. (Abbildung modifiziert nach Hardy & Selkoe, 2002). 
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1.1.3 Therapeutische Ansätze zur Behandlung der Alzheimer-Krankheit 
Die Amyloid-Kaskaden-Hypothese schlägt daher vor, dass eine Verringerung der Aβ-Menge 
die Verlangsamung des Krankheitsverlaufs bewirkt. Auf Grund dieser Annahme wurden 
zahlreiche Therapiestrategien zur Behandlung der Alzheimer-Krankheit entwickelt, die den 
Aβ-Metabolismus modulieren wollen. Die Hauptansätze sind dabei die Verminderung der 
Aβ-Produktion, die Förderung des Abbaus oder die Verhinderung der Aggregation dieser 
Peptide (Karran et al., 2011).  
Zur Verminderung der Aβ-Produktion wird derzeit versucht Inhibitoren der Enzyme, die das 
Aβ-Peptid aus seinem Vorläuferprotein APP freisetzen, zu entwickeln. Für Inhibitoren der β-
Sekretase gestaltet sich die Suche schwierig, da diese ein sehr großes aktives Zentrum besitzt 
und so nur schwer niedermolekulare Stoffe gefunden werden können, die aktiv, aber auch in 
der Lage sind, die Blut-Hirnschranke zu überwinden (Hong et al., 2000; Vassar, 2002). Für 
die Inhibition der γ-Sekretase konnten bereits einige effiziente Substanzen gefunden werden, 
die allerdings auf Grund des breiten Substratspektrums der γ-Sekretase mit vielen 
Nebenwirkungen verbunden sind (Beher & Graham, 2005). Somit wird die β-Sekretase als 
besseres therapeutisches Ziel gesehen, da BACE  „Knockout“-Mäuse lebensfähig sind und 
keinen offensichtlichen Phänotyp zeigen (Cai et al., 2001; Y. Luo et al., 2001).  
Um den Abbau des produzierten Aβ-Peptids zu verstärken oder dessen Oligomerisierung und 
weitere Aggregation zu verhindern, wurden aktive und passive Immunisierungen gegen Aβ 
entwickelt, um den Abbau von Aβ-Strukturen durch Mikrogliazellen zu fördern (Bard et al., 
2000; Schenk et al., 1999). Dieser Ansatz führte zu vielversprechenden Ergebnissen im 
Mausmodell, musste jedoch in Patientenstudien beendet werden, da zu viele Probanden eine 
transiente Entzündungsreaktion im zentralen Nervensystem zeigten (Hardy & Selkoe, 2002).  
Derzeit angewandte Therapieansätze konzentrieren sich daher auf die Milderung der 
Symptome der Alzheimer-Demenz. So werden Alzheimer-Patienten heute meist 
Acetylcholinesterase-Hemmer (Donepezil oder Galantamine) oder NMDA-Rezeptor-
Antagonisten (Memanatine) verabreicht. Beide Medikamente versuchen auf unterschiedlichen 
Wegen, dem Ungleichgewicht von Neurotransmittern im Gehirn, bedingt durch die 
Dysfunktion oder auch das Absterben von Neuronen, entgegenzuwirken (Herrmann et al., 
2011). 
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1.2 Molekulare Grundlagen der Alzheimer-Krankheit 
Nach Erläuterung der wichtigsten pathologischen Merkmale und der weitverbreiteten 
Amyloid-Kaskaden-Hypothese sollen nun die molekularen Grundlagen der Alzheimer-
Krankheit dargestellt werden.  
1.2.1 Das Amyloid-Vorläuferprotein („Amyloid Precursor Protein“, APP) 
Wie bereits erwähnt, führten die Entdeckung des Aβ-Peptids als Hauptbestandteil der 
Amyloid-Ablagerungen und dessen Sequenzierung zur Identifizierung des „Amyloid β-
Vorläuferprotein“-Gens („Amyloid β precursor protein“, APP) (Korenberg et al., 1989). 
Dieses Gen codiert für APP, aus dem das Aβ-Peptid durch proteolytische Spaltung freigesetzt 
wird.  
1.2.1.1 Allgemeine Beschreibung von APP 
Das APP-Gen besteht aus 19 Exons (ca. 3600 Basenpaare) und wird ubiquitär in allen 
Geweben exprimiert (Tanzi et al., 1987). Aus dem APP-Gen werden durch alternatives 
Spleißen drei unterschiedliche mRNAs gebildet, die für die drei charakteristischen APP-
Isoformen codieren: APP695, APP751 und APP770. Die Proteine unterscheiden sich in ihrer 
Länge, was durch die Anzahl der Aminosäuren angegeben wird (Sandbrink et al., 1994; 
Selkoe, 1994). Die Isoformen unterscheiden sich im Weiteren durch ihre spezifische 
Expression, so wird das APP695 vor allem in neuronalen Geweben exprimiert, wohingegen 
das APP751 die häufigste Isoform in nicht-neuronalem Gewebe ist (Wertkin et al., 1993). Das 
APP ist ein typischer Vertreter der Typ-I-Transmembranproteine und besitzt demzufolge eine 
große N-terminale Ektodomäne, einen Transmembranbereich und eine kurze 
zytoplasmatische Domäne (Dyrks et al., 1988; Kang et al., 1987). Die Aβ-Peptidsequenz 
befindet sich an der Grenze zwischen der Ekto- und der Transmembrandomäne. Eine 
schematische Darstellung von APP findet sich in Abbildung 3.  
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Abbildung 3: Schematische Darstellung von APP.  
Gezeigt sind die Orientierung von APP in der Membran sowie Aβ-Peptidsequenz mit den wichtigsten 
Sekretase-Schnittstellen. Diese Sequenz ist vergrößert im Einbuchstaben-Code der Aminosäuren 
gezeigt. 
APP ist Bestandteil einer Proteinfamilie, der neben APP auch die APP-ähnlichen Proteine 
APLP  und APLP  („APP-like protein“) angehören (Sprecher et al., 1993; Wasco et al., 
1992; Wasco et al., 1993).  
1.2.1.2 Funktion von APP 
Obwohl bis heute schon ein beträchtliches Wissen über APP, dessen Proteolyse und Rolle in 
der Alzheimer-Krankheit besteht, ist die exakte physiologische Funktion von APP noch 
immer ungeklärt (De Strooper & Annaert, 2000).  
APP ähnelt in seiner Domänenstruktur und seiner Proteolyse durch verschiedene Sekretasen 
sehr dem Notch-Rezeptor, weshalb für APP analog eine Rezeptorfunktion postuliert wurde 
(Annaert & De Strooper, 1999; Kang et al., 1987; Selkoe & Kopan, 2003). Es wäre denkbar, 
dass die intrazelluläre Domäne von APP (AICD) ähnlich wie die intrazelluläre Domäne des 
Notch-Rezeptors (NICD) für die Transkriptionsregulation bestimmter Gene verwendet wird 
(Cao & Sudhof, 2001). Diese Hypothese wird jedoch kontrovers diskutiert (Hebert et al., 
2006). Des Weiteren wurden Funktionen der Homo- oder Hetero-Dimerisierung von 
Mitgliedern der APP-Familie in der synaptischen Plastizität, in der Zelladhäsion und 
Migration vorgeschlagen (Perez et al., 1997; Qiu et al., 1995; Soba et al., 2005; Weyer et al., 
2011).  
Weitere wichtige Hinweise auf potentielle Funktionen von APP stammen aus sogenannten 
„Knockout“-Modellen, in denen das APP-Gen durch genetische Methoden inaktiviert wurde. 
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So konnte mit Untersuchungen des APP-Homologen APL-1 in C. elegans eine Funktion von 
APP in der Entwicklung postuliert werden (Hornsten et al., 2007). In Drosophila resultierte 
die Deletion des APP-homologen Gens APPL in einer verminderten Lebensfähigkeit von 
Neuronen (Gunawardena & Goldstein, 2001). Auch in Mäusen wurden „Knockout“-Studien 
der Mitglieder der APP-Familie durchgeführt: Wurden entweder APP oder APLP1 oder 
APLP2 deletiert, so waren die Mäuse lebensfähig und zeigten nur geringfügige neurologische 
Veränderungen gegenüber Kontrolltieren. Diese Beobachtungen wurden auch für app
-/-
aplp1
-/-
-Doppel-„Knockout“-Mäuse gemacht (Heber et al., 2000). Dahingegen waren app
-/-
aplp2
-/-
- 
und aplp1
-/-
aplp2
-/-
-Doppel-„Knockout“ und app
-/-
aplp1
-/-
aplp2
-/-
-Trippel-„Knockout“-Mäuse 
nicht lebensfähig und starben kurz nach der Geburt. Die app
-/-
aplp2
-/-
- Doppel-„Knockout“-
Mäuse zeigten Defekte in den neuromuskulären Verbindungen auf (P. Wang et al., 2005). 
app
-/-
aplp1
-/-
aplp2
-/-
-Trippel-„Knockout“-Mäuse bildeten kortikale Fehlbildungen aus, 
darunter Lissenzephalie und neuronale Migrationsdefizite (Herms et al., 2004). Diese 
Befunde lassen auf eine essentielle Funktion von APP und seinen Homologen in der 
neuronalen und neuromuskulären Integrität und damit in der frühen Entwicklung schließen.  
1.2.1.3 Proteolytische Prozessierung von APP 
Die Generierung des Aβ-Peptids aus APP ist ein zentraler Schritt in der Entstehung der 
Alzheimer-Krankheit. Dabei wird das Aβ-Peptid durch sequentielle Proteolyse von APP 
durch zwei unterschiedliche Sekretasen freigesetzt. Eine weitere Sekretase, die ebenfalls an 
der APP-Proteolyse beteiligt ist, verhindert durch Schnitt in der Aβ-Peptidsequenz die 
Produktion der aggregierenden Peptide. Da die molekulare Identität dieser Proteasen lange 
Zeit nicht bekannt war, wurden sie als α-, β- und γ-Sekretase benannt – diese Nomenklatur 
wurde beibehalten.  
Bei der Proteolyse von APP werden zwei Schritte unterschieden: Die initiale 
Ektodomänenspaltung, die durch die α- oder β-Sekretase vermittelt wird, und die 
nachfolgende Intramembranproteolyse, die von der γ-Sekretase durchgeführt wird. Diese 
Schritte sind schematisch in Abbildung 4 zusammengefasst.  
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der proteolytischen Prozessierung von APP.  
Dargestellt sind der anti-amyloidogene Weg und der amyloidogene Weg der Prozessierung von APP 
durch die α-, β- und γ-Sekretase.  
Bei der Ektodomänenspaltung dominiert in nicht-neuronalen Zellen die α-Sekretase, die APP 
in die lösliche, große sekretierte Ektodomäne APPsα und das membrangebundene, 83 
Aminosäuren lange C-terminale Fragment C83 oder CTFα spaltet (Esch et al., 1990; Sisodia 
et al., 1990). Im Anschluss daran wird das membranständige C83-Fragment weiter durch die 
γ-Sekretase-geschnitten, so dass das lösliche p3-Peptid (Haass et al., 1993b) sowie eine 
intrazelluläre Domäne (AICD) (Sastre et al., 2001) entstehen. Das p3-Peptid aggregiert im 
Gegensatz zu Aβ nicht und wird schnell abgebaut. Dieser Weg der Prozessierung von APP 
wird anti-amyloidogen genannt, da die α-Sekretase in der Aβ-Peptidsequenz schneidet und 
somit die Produktion der aggregierenden Peptide verhindern kann. Darüber hinaus wurden 
APPsα neuroprotektive und synaptotrophe Funktionen zugeschrieben (Furukawa et al., 1996; 
Gralle et al., 2009; Meziane et al., 1998; Stein et al., 2004; Thornton et al., 2006). Es konnte 
zusätzlich sogar gezeigt werden, dass die Phänotypen von APP-„Knockout“-Mäusen durch 
Expression von APPsα deutlich verbessert werden konnten (Ring et al., 2007; Weyer et al., 
2011). 
Die zweite Protease mit einer Rolle in der Ektodomänenspaltung von APP ist die β-Sekretase, 
deren Spaltung von APP zur Produktion einer etwas kürzeren, sekretierten Ektodomäne 
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APPsβ und eines membrangebundenen, 99 Aminosäuren langen C-terminalen Fragments C99 
oder CTFβ führt (Seubert et al., 1993). Die weitere Spaltung des C99-Fragments übernimmt 
wiederum die γ-Sekretase, so dass hierbei neben der intrazellulären Domäne (AICD) (Sastre 
et al., 2001) auch das Aβ-Peptid freigesetzt wird. Durch Unterschiede in der genauen 
Schnittstelle der γ-Sekretase werden unterschiedlich lange Aβ-Spezies generiert, wobei hier 
die Peptide Aβ4  und Aβ4  dominieren (Haass & Steiner, 2002). Dieser Weg der 
Prozessierung von APP wird amyloidogen genannt, da die sequentielle Aktivität der β- und γ-
Sekretase zur Produktion der pathogenen Aβ-Peptide führt. Interessanterweise scheinen sich 
die Funktionen von APPsα und APPsβ recht gegensätzlich zu verhalten, da kürzlich für 
APPsβ pro-apoptotische Eigenschaften gefunden werden konnten (Nikolaev et al., 2009).  
1.2.2 Die Sekretasen 
1.2.2.1 Die α-Sekretase 
Der erste Schritt im anti-amyloidogenen Weg wird von der α-Sekretase bewerkstelligt, die 
APP in der Aβ-Sequenz zwischen den Aminosäuren Lysin 16 und Leucin 17 spaltet (Esch et 
al., 1990; Sisodia et al., 1990) (siehe Abbildung 3 und 4). Die Aktivierung der α-Sekretase-
Aktivität ist somit eine attraktive, alternative Therapiestrategie (Fahrenholz, 2007), so dass 
deren Identifizierung zum Gegenstand vieler Studien wurde. Untersuchungen von 
verschiedenen Protease-Inhibitoren konnten die Suche zunächst auf Zink-Metalloproteasen 
aus der Familie der ADAMs („A Disintegrin and metalloproteinase domain-containing 
protein“) eingrenzen (Allinson et al., 2003). Nachfolgend wurden auf Grund von 
Überexpressionsversuchen verschiedener Vertreter dieser Familie als konstitutive α-Sekretase 
vorgeschlagen: ADAM10 (Lammich et al., 1999), ADAM17 (Slack et al., 2001) und ADAM9 
(Koike et al., 1999). Unser Labor konnte nun erstmals zeigen, dass alleine ADAM10 für die 
spezifische Spaltung von APP zwischen den Aminosäuren Lysin 16 und Leucin 17 
verantwortlich ist. Durch Verwendung Spaltprodukt-spezifischer Antikörper in Kombination 
mit Depletierung der in Frage kommenden Kandidaten der ADAM-Familie konnte ADAM10 
als physiologisch relevante, konstitutive α-Sekretase von APP in humanen Zelllinien, aber 
auch in primären Maus-Neuronen identifiziert werden (Kuhn et al., 2010). ADAM10 ist ein 
glykosyliertes Typ-I-Transmembranprotein (Escrevente et al., 2008a), welches als inaktives 
Proprotein in der Zelle gebildet wird. Erst nach seiner eigenen proteolytischen Prozessierung 
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durch Furin oder PC7 (Anders et al., 2001; Lopez-Perez et al., 2001) liegt ADAM10 in seiner 
enzymatisch aktiven Form vor und vermittelt die α-Sekretase-spezifische Spaltung von APP 
in den späten Kompartimenten des sekretorischen Wegs oder an der Plasmamembran (Knops 
et al., 1992; Sisodia, 1992; Weidemann et al., 1989).  
1.2.2.2 Die β-Sekretase 
Im Gegensatz zur α-Sekretase schneidet die β-Sekretase nicht in der Aβ-Sequenz, sondern 
exakt am N-Terminus der Aβ-Domäne von APP und beginnt somit den amyloidogenen Weg 
der Prozessierung von APP (siehe Abbildung 3 und 4). Nach wegweisenden Studien, die die 
ersten Hinweise auf die Zellbiologie der β-Sekretase gaben (Haass et al., 1995; Koo & 
Squazzo, 1994), gelang die Klonierung und Charakterisierung der β-Sekretase BACE  („beta-
site APP-cleaving enzyme“) (Vassar et al., 1999). So wurde beschrieben, dass die 
Überexpression von BACE1 in einer starken Zunahme bzw. die Depletierung von BACE1 in 
einer deutlichen Abnahme der Produkte, die exakt an der β-Sekretase-spezifischen Stelle am 
Beginn der Aβ-Sequenz geschnitten wurden, resultierte. Die Identifizierung von BACE1 als 
β-Sekretase von APP konnte durch mehrere Arbeitsgruppen unter Verwendung 
unterschiedlicher experimenteller Ansätze bestätigt werden (Hussain et al., 1999; Lin et al., 
2000; Sinha et al., 1999; Yan et al., 1999). BACE1 ist ein glykosyliertes Typ-I-
Transmembranprotein und Mitglied der Pepsin-Familie der Aspartylproteasen (Hussain et al., 
1999; Vassar et al., 1999; Yan et al., 1999). BACE1 hat ein pH-Optimum im leicht sauren 
Bereich bei pH 4,5 (Gruninger-Leitch et al., 2002; Shimizu et al., 2008; Vassar et al., 1999) 
und schneidet daher sein Substrat APP in zellulären Kompartimenten mit leicht saurem pH 
wie den frühen endosomalen und den trans-Golgi-Kompartimenten, wo ebenfalls die 
Produktion der Aβ-Peptide stattfindet (Capell et al., 2000; Gruninger-Leitch et al., 2002; 
Haass et al., 1993a; Koo & Squazzo, 1994; Vassar et al., 1999).  
1.2.2.3 Die γ-Sekretase 
Im Gegensatz zur α- und zur β-Sekretase schneidet die γ-Sekretase nicht das APP-
Holoprotein, sondern nur die C-terminalen Fragmente C83 und C99, die durch die Aktivität 
der α- und β-Sekretase entstanden sind. Der Schnitt dieser Fragmente resultiert in der 
Produktion des p3- bzw. Aβ-Peptids. Die γ-Sekretase-Aktivität trägt somit sowohl zum anti-
amyloidogenen als auch zum amyloidogenen Weg der Prozessierung von APP bei (siehe 
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Abbildung 3 und 4). Neben den APP-Fragmenten werden diverse andere Substrate durch die 
γ-Sekretase prozessiert, wobei nur Typ-I-Transmembranproteine, die bereits eine 
Ektodomänenspaltung erfahren haben, als Substrat zugelassen werden (Haapasalo & Kovacs, 
2011). Dieser Prozess wird als regulierte Intramembranproteolyse (RIP) bezeichnet, da die 
Intramembranproteolyse ausschließlich nach erfolgreicher Ektodomänenspaltung erfolgen 
kann (Lichtenthaler et al., 2011).  
Die γ-Sekretase ist, im Gegensatz zu den beiden anderen APP-Sekretasen, ein 
hochmolekularer Proteinkomplex, der aus vier Untereinheiten besteht: Presenilin 1 oder 
Presenilin   (PS  or PS ), Nicastrin, „anterior pharynx-defective- “ (APH- ) und „presenilin 
enhancer- “ (PEN ) (Kimberly & Wolfe, 2003; Steiner & Haass, 2000). Alle vier 
Komplexkomponenten werden für die katalytische Aktivität der γ-Sekretase benötigt (Francis 
et al., 2002) und sind zugleich ausreichend (Edbauer et al., 2003). Die Preseniline PS1 und 
PS2 sind homologe Proteine. Diese polytopen Transmembranproteine gehören zur Gruppe der 
GXGD-Aspartylproteasen (Levy-Lahad et al., 1995; Sherrington et al., 1995; Steiner & 
Haass, 2000). Nicastrin ist ein glykosyliertes Typ-I-Transmembranprotein, das vermutlich als 
Gerüst des γ-Sekretasekomplexes dient (Vassar & Citron, 2000). Den anderen beiden 
polytopen Transmembranproteinen APH-1 und PEN2 wird eine Funktion in der frühen 
Assemblierung des Komplexes bzw. in der Endoproteolyse der Preseniline zugeschrieben 
(Pardossi-Piquard et al., 2009; Prokop et al., 2005; Prokop et al., 2004). Die subzelluläre 
Lokalisierung des γ-Sekretasekomplexes erstreckt sich auf das endoplasmatische Retikulum, 
das trans-Golgi-Netzwerk sowie die Endosomen und die entsprechenden intermediären 
Kompartimente (Cupers et al., 2001).  
1.2.3 Regulation der Prozessierung von APP 
Enzymatische Reaktionen, wie die regulierte Intramembranproteolyse von APP, können 
durch zwei grundlegende Prinzipen kontrolliert werden: Auf der einen Seite durch die 
Regulation der Enzymaktivitäten und auf der anderen Seite durch die Verfügbarkeit von 
Substraten.  
1.2.3.1 Regulation der Aktivität der APP-Sekretasen 
Die Aktivitäten der α-Sekretase ADAM   und der β-Sekretase BACE1 werden auf Ebene der 
Transkription, der Translation sowie auf post-translationeller Ebene kontrolliert (Dislich & 
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Lichtenthaler, 2012; Lichtenthaler, 2011a, 2011b; Rossner et al., 2006). So wird die 
Transkription von ADAM10 durch Bindung verschiedener Transkriptionsfaktoren in seiner 
Promotor-Region reguliert (Prinzen et al., 2005; Tippmann et al., 2009). Die Translation der 
gebildeten ADAM10-mRNA wird unter anderem durch eine Region in 5‘-untranslatierten 
Region der mRNA kontrolliert (Lammich et al., 2010). Die post-translationelle Regulation der 
ADAM10-Aktivität lässt sich in drei Gruppen darstellen: Erstens kann die Stimulation von 
Rezeptoren mit Wachstumsfaktoren oder Neurotransmittern über die nachfolgenden 
zellulären Signaltransduktionskaskaden zu einer Aktivierung der Aktivität von ADAM10 
führen (Bandyopadhyay et al., 2007). Zweitens haben Mechanismen, die das 
Aufeinandertreffen von Substrat und Sekretase regulieren, einen großen Einfluss auf die α-
Sekretase-Aktivität in der Prozessierung von APP. Der intrazelluläre Transport von APP ist 
Gegenstand des nächsten Kapitels. Als drittes ist eine heterogene Gruppe von Modulatoren zu 
nennen, die in unterschiedlichen Wegen Einfluss auf die ADAM10-Aktivität nehmen. Hier 
sind als Beispiele zelluläre Inhibitoren wie TIMP3 („tissue inhibitor of metalloproteases 3“) 
(Hoe et al., 2007) oder Veränderungen in der Lipidzusammensetzung von Membranen (Kojro 
et al., 2010) zu nennen. Ähnlich wie bei ADAM10 wird auch die Transkription von BACE1 
durch die Bindung von verschiedenen Transkriptionsfaktoren in seiner Promotorregion 
reguliert (Rossner et al., 2006). Die Translation der BACE1-mRNA wird wiederum durch 
einen Abschnitt in seiner 5‘-untranslatierten Region überwacht (De Pietri Tonelli et al., 2004; 
Lammich et al., 2004; Rogers et al., 2004). Des Weiteren wird die Translation von BACE1 
durch eine natürlich auftretende Antisense-RNA (Faghihi et al., 2008) und eine microRNA 
(Hebert et al., 2008; W. X. Wang et al., 2008) kontrolliert. Ähnlich wie bei ADAM10 sind 
auch für die Aktivität von BACE1 post-translationelle Regulationsmechanismen bekannt: Die 
Prozessierung von APP durch die β-Sekretase ist auf ein leicht saures Kompartiment 
angewiesen (Vassar, 2001), so dass erneut die Kontrolle des Aufeinandertreffens von APP 
und BACE1 ein wichtiger Bestandteil der post-translationellen Regulation der BACE1-
Aktivität ist. Der intrazelluläre Transport von APP wird im nächsten Kapitel erläutert. 
Weitere wichtige Faktoren in der Kontrolle der BACE1-Aktivität sind der Cholesterol-Gehalt 
und die Lipidzusammensetzung der Membran (Crameri et al., 2006; Hattori et al., 2006). Die 
γ-Sekretase-Aktivität wird hauptsächlich durch die vorangegangene Ektodomänenspaltung 
des Substrats kontrolliert (Lichtenthaler et al., 2011). Aus diesem Grund ist es von 
entscheidender Bedeutung, mehr über die zelluläre Regulation der APP-
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Ektodomänenspaltung zu lernen, um auf diesem Weg therapeutische Ansätze zur Inhibition 
der Aβ-Bildung zu identifizieren.  
1.2.3.2 Der intrazelluläre Transport von APP  
Ein zentraler Mechanismus in der Regulation der Substratverfügbarkeit ist die Kontrolle über 
das Zusammentreffen der APP-Substrate mit den entsprechenden Sekretasen. Derzeit ist 
wenig darüber bekannt, welche zellulären Modulatoren dieses Zusammentreffen regulieren 
(Allinson et al., 2003; Lichtenthaler, 2006). In den letzten Jahren konnte in verschiedenen 
Studien gezeigt werden, dass dabei Proteinen aus dem intrazellulären Transport 
Schlüsselfunktionen in der Regulation der APP-Prozessierung zukommen (Sannerud & 
Annaert, 2009; Thinakaran & Koo, 2008; Vetrivel & Thinakaran, 2006).  
Der intrazelluläre Transport von APP lässt sich in zwei Hauptwege gliedern: den 
sekretorischen und den endozytotischen Transportweg (siehe Abbildung 5). Der sekretorische 
Weg beginnt mit Synthese von APP, die auf Grund der 17 Aminosäuren langen N-terminalen 
Signalsequenz ko-translational am endoplasmatischen Retikulum (ER) stattfinden kann, so 
dass APP als Typ-I-Transmembranprotein in die Membran des ERs inseriert wird (Kang et 
al., 1987). Darauf folgend wird APP entlang des konstitutiven sekretorischen Wegs in den 
Golgi-Apparat transportiert und von dort durch das trans-Golgi-Netzwerk (TGN) an die 
Zelloberfläche weitergeleitet. Während des Transports durch das ER und den Golgi-Apparat 
wird APP in verschiedenster Weise post-translational modifiziert. So erhält APP neben 
Phosphorylierung und Tyrosin-Sulphatierung auch seine typischen N- und O-
Glycosylierungen (Oltersdorf et al., 1990; Weidemann et al., 1989). Der sekretorische Weg 
dient also neben dem Transport von APP an die Plasmamembran auch der Maturierung des 
Proteins. Ist APP an der Zelloberfläche angelangt, kann es dort durch die α-Sekretase 
prozessiert werden (Sisodia, 1992). Alternativ hierzu kann APP durch Clathrin-vermittelte 
Endozytose von der Zelloberfläche wieder in die Zelle aufgenommen werden (Koo & 
Squazzo, 1994; Perez et al., 1999). Dabei wird das internalisierte APP durch vesikulären 
Transport zunächst in das frühe Endosom gebracht. In dieser „Sortier-Station“ wird die 
weitere Destination von APP bestimmt: Zum einen kann APP in das Recycling-Endosom 
oder das trans-Golgi-Netzwerk gesendet und jeweils von dort aus zurück an die 
Plasmamembran gebracht werden (Koo & Squazzo, 1994; Koo et al., 1996; Sannerud & 
Annaert, 2009). Zum anderen kann APP in das späte Endosom, das auf Grund seiner 
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Morphologie auch Multivesikulärer Körper („multivesicular body“ MVB) genannt wird, 
weitergeleitet werden. Von hier aus sind wiederum zwei Transportrouten möglich: Einer der 
Wege führt APP in das Lysosom, in dem der Abbau von APP erfolgt (Golde et al., 1992; 
Haass et al., 1992). Im anderen, retrograden Weg wird APP vom späten Endosom „zurück“ 
ins das trans-Golgi-Netzwerk des sekretorischen Wegs transportiert und somit zurück an die 
Plasmamembran gesendet (Thinakaran & Koo, 2008; Vetrivel & Thinakaran, 2006). Die β-
Sekretase BACE1 ist hauptsächlich im späten Golgi-Apparat, dem trans-Golgi-Netzwerk und 
den endosomalen Kompartimenten lokalisiert, so dass die Prozessierung von APP durch 
BACE1 in den Schritten des endozytotischen Wegs und des Recyclings stattfindet (Koo & 
Squazzo, 1994). Im Gegensatz dazu ist die γ-Sekretase-Aktivität in den subzellulären 
Kompartimenten vom ER bis hin zum trans-Golgi-Netzwerk, an der Plasmamembran und in 
Endosomen lokalisiert. Wie bereits geschildert, kann die γ-Sekretase APP nur nach erfolgter 
Ektodomänenspaltung durch die α- oder die β-Sekretase schneiden. Die Substrate für die γ-
Sekretase-Aktivität sind also die C-terminalen Fragmente von APP CTFα und CTFβ 
(Lichtenthaler et al., 2011). Die Prozessierung des CTFβ zum Aβ-Peptid findet vorwiegend in 
den Kompartimenten, in denen auch BACE  aktiv ist, statt. So wird Aβ hauptsächlich in 
Endosomen des endozytotischen Wegs und im Zusammenhang mit Recyclingschritten im 
trans-Golgi-Netzwerk gebildet (Cupers et al., 2001; Small & Gandy, 2006).  
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des intrazellulären Transports von APP.  
Dargestellt sind der sekretorische (rechts) und der endozytotische (links) Weg sowie der retrograde 
Weg (Mitte, gestrichelte Pfeile) von endosomalen Kompartimenten zurück zum trans-Golgi-Netzwerk 
(TGN), auf denen APP transportiert werden kann. Nach ko-translationaler Translokation in das 
endoplasmatische Retikulum (ER) wird APP durch den Golgi-Apparat und das trans-Golgi-Netzwerk 
(TGN) an die Zelloberfläche transportiert. Nach Endozytose kann APP entweder recycelt und an die 
Plasmamembran zurückgebracht oder dem lysosomalen Abbau zugeführt werden.  
Einer der bekanntesten Modulatoren des intrazellulären Transports von APP ist das Protein 
SorL  („sortilin-related receptor“ SORL , sorLA oder LR  ), das den endosomalen 
Transport von APP kontrolliert (Andersen et al., 2005; Rogaeva et al., 2007). SorL1 gehört 
zur LRP-Familie und ko-lokalisiert mit APP in endosomalen Kompartimenten (Offe et al., 
2006). Die erhöhte Expression von SorL1 resultiert in einer Zunahme von APP im Golgi-
Apparat, welche mit einer Abnahme von APP an der Zelloberfläche und in endosomalen 
Kompartimenten korreliert. Daraus resultiert eine Abnahme der Produktion von APPsα, 
APPsβ und Aβ (Andersen et al., 2005; Offe et al., 2006; Rogaeva et al., 2007; Spoelgen et al., 
2006). Die Depletierung des SorL1-Proteins führt zu einer Akkumulation von APP in 
endosomalen Kompartimenten, dadurch zur verstärkten Ektodomänenspaltung von APP 
durch die β-Sekretase und somit zu einem Anstieg von APPsβ und folglich auch Aβ. Diese 
Ergebnisse führten zur Hypothese, dass SorL1 durch Bindung von sowohl APP als auch dem 
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Retromer-Komplex den Transport von APP aus den endosomalen Kompartimenten in das 
trans-Golgi-Netzwerk erleichtert und somit das Zusammentreffen von APP und BACE1 und 
die nachfolgende Produktion von Aβ kontrollieren kann (Rogaeva et al., 2007). Anhand 
dieses Beispiels wird deutlich, welche entscheidende Rolle der Transport von APP bei dessen 
Prozessierung und der Aβ-Produktion einnimmt. Aus diesem Grund ist es von entscheidender 
Bedeutung, mehr über die zellulären Modulatoren des Transports von APP und damit auch 
der Ektodomänenspaltung von APP zu lernen, um auf diesem Weg Einblicke in neue 
Therapiestrategien zu erhalten.  
1.3 Das RNA-Interferenz Prinzip 
Vorliegende Arbeit nutzt in verschiedener Weise das Prinzip der RNA-Interferenz (RNAi), 
weshalb hier die grundlegenden zellulären Mechanismen dargestellt werden sollen. Die RNA-
Interferenz (RNAi) ist ein natürlicher Mechanismus zur Regulation der Genexpression in 
eukaryoten Zellen. Dabei werden Transkripte von Zielgenen (mRNAs) mit Hilfe kurzer, 
doppelsträngiger RNAs erkannt und für den Abbau markiert. Da dieser Prozess in der 
„Stilllegung“ spezifischer Gene resultiert, wird das RNAi-Prinzip häufig zur Untersuchung 
von Genfunktionen verwendet (Fire et al., 1998; Hannon, 2002; Meister & Tuschl, 2004; 
Sigoillot & King, 2011). Die RNAi-basierte Regulation der Genexpression wird in zwei 
Hauptwege unterteilt: den siRNA-Weg (siRNA = „small interfering“ RNA) und den miRNA-
Weg (miRNA = „micro“ RNA). Der siRNA-Weg blockiert die Expression von Transkripten 
mit homologer Sequenz und bietet deshalb ein großes experimentelles Potential. Dieser Weg 
wird beispielsweise in der zellulären Abwehr von Viren verwendet, in dem dsRNA-Moleküle, 
die bei der viralen Replikation entstehen, abgebaut werden. Der miRNA-Weg hingegen ist für 
die Regulation der Expression von endogen vorhandenen Zieltranskripten zuständig. Dabei 
wird die Translation von Transkripten mit heterologer Sequenz verhindert. Der miRNA-Weg 
reguliert somit die Expression von Genen, die different von miRNA-codierenden Lokus sind. 
Beide Wege nutzen dieselbe zelluläre RNAi-Maschinerie, unterscheiden sich aber zum einen 
in den RNA-Vorläufermolekülen und zum anderen in den Mechanismen, die in der 
„Stilllegung“ der Expression des Zielgens resultieren (Carthew & Sontheimer, 2009; Tomari 
& Zamore, 2005). Die beiden Wege, deren Gemeinsamkeiten und Unterschiede sind in 
Abbildung 6 dargestellt. Im siRNA-Weg werden doppelsträngige RNA-Vorläufermoleküle 
durch die Endoribonuklease-Aktivität des Enzyms „Dicer“ in kurze, doppelsträngige 
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Fragmente geschnitten, die dann als siRNAs („small interfering“ RNAs) bezeichnet werden 
(Bernstein et al., 2001). Diese sind typischerweise 21 - 23 Nukleotide lang und weisen an 
ihren Enden sogenannte 3‘-Überhänge von 2 Nukleotiden auf (Martin & Caplen, 2007). Die 
RNA-Vorläufermoleküle des siRNA-Wegs können dsRNA-Moleküle der viralen Replikation 
sein, aber auch synthetische lange dsRNA oder Plasmid-codierte shRNAs („small hairpin“ 
RNAs) können experimentell verwendet werden. Neben den RNA-Vorläufermolekülen 
können auch direkt synthetische siRNAs für die „Stilllegung“ von Transkripten in Zielzellen 
eingebracht werden. Im miRNA-Weg werden zellulär codierte und exprimierte prä-miRNAs 
durch den „Dicer“ zu miRNAs („micro“ RNA) prozessiert (Mendell, 2005). Nachdem die 
siRNAs bzw. miRNAs aus den unterschiedlichen Vorläufermolekülen gewonnen wurden, 
vereinigen sich der siRNA- und der miRNA-Weg: Sowohl die siRNAs als auch die miRNAs 
werden in den „RNA-induced silencing complex” (RISC) geladen, woraufhin der 
Doppelstrang der kurzen RNAs aufgelöst wird und nur ein Strang (Leitstrang oder „guide 
strand“) im RISC behalten wird, während der andere Strang (Folgestrang oder „passenger 
strand“) freigesetzt und abgebaut wird. Die Auswahl des Leitstrangs erfolgt dabei auf Grund 
seiner thermodynamischen Eigenschaften (Khvorova et al., 2003). Der fertige beladene RISC 
kann nun mit Hilfe des Leitstrangs seine Zieltranskripte finden und deren Expression 
regulieren: Im siRNA-Weg findet auf Grund der Homologie der Sequenzen von siRNA-
Leitstrang und Zieltranskript eine perfekte Basenpaarung statt, die dazu führt, dass der RISC 
aktiviert wird und das Zieltranskript zerschneidet, so dass weitere Schritte der Translation 
verhindert werden. Im miRNA-Weg findet typischerweise keine perfekte Basenpaarung statt, 
da die Sequenzen nicht komplett homolog sind. Konsequenzen daraus sind die Inhibierung 
der Translation der betroffenen mRNA oder die Weitervermittlung der mRNA in andere 
zelluläre mRNA-Abbauwege (Fabian et al., 2010; Hannon, 2002; Meister & Tuschl, 2004; 
Sigoillot & King, 2011).  
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der RNA-Interferenz: der siRNA und der miRNA-Weg.  
Eine Vielzahl doppelsträngiger RNA-Vorläufermoleküle können die zelluläre RNAi-Maschinerie 
aktivieren: Experimentell genutzte siRNAs oder lange dsRNAs finden ebenso Anwendung wie 
Plasmid-codierte shRNAs. Endogene Expression initiiert die Bildung von prä-miRNAs. Nach dem 
Export der shRNAs bzw. der prä-miRNAs aus dem Nukleus in das Zytoplasma wird der Dicer aktiv 
und prozessiert die RNA-Vorläufer in siRNAs bzw. miRNAs. Auch synthetische lange dsRNAs 
werden im Zytoplasma von diesem Enzym in siRNA-Fragmente zerlegt. Die resultierenden siRNAs 
bzw. miRNAs ebenso wie synthetische siRNAs werden in den RISC eingebaut und dienen der 
Erkennung von Zieltranskripten, die direkt durch den RISC abgebaut werden können (siRNA-Weg). 
Alternativ wird im miRNA-Weg die Translation gestoppt oder die mRNAs an andere Abbauwege 
weitergeleitet.  
Das RNAi-Prinzip besitzt ein großes experimentelles Potential, da im siRNA-Weg 
synthetische siRNAs spezifisch die Expression von Transkripten mit homologer Sequenz 
blockieren können. Wird eine vollständige Basenpaarung zwischen siRNA und Zieltranskript 
erreicht, so wird die mRNA abgebaut und somit die Expression eines bestimmten Gens 
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vermindert. Inzwischen ist jedoch bekannt, dass auch siRNAs unter Umständen wie miRNAs 
wirken können und selbst bei nicht-vollständiger Basenpaarung die Expression von 
unspezifischen Transkripten blockieren können. Die resultierenden Effekte werden als „off 
target“-Effekte bezeichnet (Jackson et al., 2003; Scacheri et al., 2004).  
Die Verminderung der Genexpression durch die RNAi wird in Anlehnung an den 
„Knockout“, bei dem die Expression eines Gens durch genetische Methoden gänzlich 
aufgehoben wird, auch als „Knockdown” bezeichnet (Voorhoeve & Agami, 2003). Dieser 
wesentlich einfacher und schneller durchzuführende „Knockdown” von Genen hat die 
Möglichkeiten der Untersuchung von Genfunktionen in eukaryoten Zellen revolutioniert. 
Anfangs wurde die RNAi-Technologie oft für den „Knockdown” von individuellen Genen 
von Interesse genutzt, doch schnell wurde auch das Potential dieser Technologie für die 
Untersuchung ganzer Genome in Modellorganismen erkannt: Durch Herstellung und 
Verwendung von RNAi-Bibliotheken konnten erstmals genomweite „Knockdown”-Studien 
zur Identifizierung neuer Genfunktionen („loss-of-function screenings“) durchgeführt werden 
(Boutros & Ahringer, 2008). Heute werden solche genomweiten RNAi-„Screenings“ in 
Zelllinien verschiedener Organismen, wie beispielsweise des Menschen, der Maus oder der 
Drosophila-Fliege, zur Untersuchung diverser biologischer Prozesse, wie der 
Signaltransduktion, der Zellzyklusregulation oder der Entstehung von Krebs, verwendet 
(Mohr et al., 2010). Die häufige Verwendung von Drosophila-Zellen in diesen genomweiten 
„Screenings“ zur Identifizierung von humanen Genfunktionen ist auf entscheidende Vorteile 
der Drosophila-Zellen gegenüber humanen Zellen zurückzuführen (Kuttenkeuler & Boutros, 
2004): Erstens ist die RNAi in Drosophila sehr effizient, da die Invertebraten-Zellen lange 
dsRNAs (ca. 500 bp) ohne Zusatz von Transfektionsreagenzien aufnehmen. In Zellen höherer 
Organismen ist dies nicht möglich, da die langen dsRNAs die Interferon-Antwort auslösen, 
die letztendlich zur Apoptose führt (Sledz et al., 2003). Durch die Prozessierung der dsRNAs 
in sehr viele verschiedene siRNAs kann eine fast hundertprozentige Depletierung des 
Zieltranskripts erzielt werden (Clemens et al., 2000). Zweitens besitzt Drosophila ein relativ 
kleines, sehr gut annotiertes Genom (ca. 15.000 Gene) und damit eine geringere genetische 
Redundanz als das humane Genom, so dass die Depletierung einzelner Gene eher zur 
Identifizierung neuer Genfunktionen führen kann (Boutros & Ahringer, 2008). Drittens sind 
zahlreiche Stoffwechselwege zwischen dem Menschen und Drosophila hoch konserviert 
(Bier, 2005) und 60 % der krankheitsrelevanten Gene des Menschen sind auch im Drosophila-
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Genom vorhanden (Rubin et al., 2000). Positiv zu vermerken ist, dass bereits erfolgreich das 
Wissen aus genomweiten RNAi-„Screenings“ in Drosophila-Zellen in humane Zellen 
transferiert und so neue humane Genfunktionen identifiziert werden konnten (Gwack et al., 
2006; Hao et al., 2008; Kwon et al., 2008; Sessions et al., 2009). 
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2 Ziele der Arbeit 
Der Prozess der sequentiellen Prozessierung von APP durch die α-, β- und γ-Sekretase und 
dessen Bedeutung für die Alzheimer-Krankheit sind mittlerweile sehr gut untersucht. Im 
Gegensatz dazu ist nur wenig über zelluläre Modulatoren und deren Mechanismen, die die 
Aktivität und die Expression der APP-relevanten Sekretasen sowie das Zusammentreffen von 
APP und seinen Sekretasen in den intrazellulären Transportwegen kontrollieren, bekannt. Da 
die Ektodomänenspaltung von APP die nachfolgende γ-Sekretase-Prozessierung von APP 
reguliert und somit eine zentrale Rolle in der Kontrolle der Aβ-Peptid-Produktion einnimmt, 
sollte in vorliegender Arbeit gezielt nach neuen zellulären Modulatoren und neuartigen 
Kontroll-Mechanismen der Ektodomänenspaltung von APP gesucht werden. 
Zur Identifizierung neuartiger Modulatoren der Ektodomänenspaltung von APP wurde bereits 
vor Beginn der vorliegenden Arbeit in der Gruppe von Dr. Stefan Lichtenthaler ein cDNA-
Expressions-„Screening“ durchgeführt (Neumann et al., 2006; Schobel et al., 2008; Schobel 
et al., 2006). Hierzu wurden die Effekte der Expression von cDNAs einer humanen Gehirn-
DNA-Bibliothek auf die Ektodomänenspaltung von APP einer Reporterzelllinie untersucht. 
Mit Hilfe dieses Ansatzes konnte das bis dato unbekannte Protein TMEM59 identifiziert 
werden. Dieses neuartige Protein konnte bereits, wie folgt, in einer vorangegangen 
Doktorarbeit charakterisiert werden (Fischer, 2008): TMEM59 ist ein Golgi-lokalisiertes Typ-
I-Transmembranprotein, das ubiquitär exprimiert und evolutionär konserviert ist. TMEM59 
besitzt ein homologes Protein, das TMEM59-ähnliche Protein (TMEM59L). Des Weiteren 
war bekannt, dass die verstärkte Expression von TMEM59 in einer starken Hemmung der 
APP-Spaltung und der APP-Maturierung resultiert. Neben APP wurde auch die Maturierung 
anderer Proteine wie BACE1 und PrP untersucht, so dass festgestellt werden konnte, dass 
TMEM59-Expression die erforderlichen Golgi-Glykosylierungsreaktionen inhibierte. Um den 
Wirkmechanismus von TMEM59 auf die Ektodomänenspaltung von APP weiter zu 
untersuchen, wurden in vorliegender Arbeit offene Fragestellungen aufgegriffen und 
diskutierte Modelle mit gezielten Experimenten überprüft: Hierzu wurden zunächst die 
Effekte der TMEM59-Expression auf die Ektodomänenspaltung von APP verifiziert. Zudem 
sollte in detaillierten Ko-Lokalisierungsstudien überprüft werden, ob TMEM59 eine 
spezifische Lokalisierung in einem der Golgi-Apparat-Subkompartimente aufweist und somit 
eventuell nähere Einblicke in die Modulation von Golgi-Glykosylierungsreaktionen durch 
TMEM59 erhalten werden können. Eine zentrale Hypothese, die bis dato nur spekulativ 
2. Ziele der Arbeit 30 
diskutiert werden konnte, war die Annahme, dass die Expression von TMEM59 die 
enzymatischen Aktivitäten der relevanten APP-Sekretasen modulieren und auf diesem Wege 
zu einer Abnahme der APP-Ektodomänenspaltung führen könnte. Hierzu wurden spezifische, 
fluoreszenzbasierte Experimente zur Bestimmung der Sekretase-Aktivitäten etabliert und 
durchgeführt. Des Weiteren sollten erhaltene Hinweise auf eine Veränderung des 
intrazellulären Transports von APP zu einem eindeutigen Ergebnis gebracht werden. Zu 
diesem Zweck sollten Lokalisierungsstudien mit einer fluorophorgekoppelten Variante von 
APP in lebenden Zellen durchgeführt werden. Da alle bisherigen Erkenntnisse über TMEM59 
und sein Homologes TMEM59L auf Expressionsstudien basieren, sollte in vorliegender 
Arbeit untersucht werden, in welchen Effekten auf APP die Depletierung beider Proteine 
resultiert. Es sollten transiente Doppel-„Knockdown“-Studien durchgeführt werden, um die 
Ergebnisse aus den Expressions-Studien zu verifizieren. 
Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit sollte zur Identifizierung neuer zellulärer 
Modulatoren der Ektodomänenspaltung von APP ein genomweites RNAi-„Screening“ in 
Drosophila-Zellen etabliert und durchgeführt werden. Auf Grund wichtiger Vorteile der 
Drosophila-Zellen gegenüber humanen Zellen sollten diese Zellen für das genomweite 
„Screening“ verwendet werden. Einer der Hauptvorteile von Drosophila-Zellen ist die 
Effizienz der RNAi in den Invertebraten-Zellen, da hier mit langen dsRNAs (ca. 500 bp) 
gearbeitet werden kann. Die Prozessierung der dsRNAs in sehr viele verschiedene siRNAs 
führt zu einer hocheffizienten Depletierung des Zieltranskripts (Clemens et al., 2000). Ein 
weiterer wichtiger Vorteil ist das relativ kleine, sehr gut annotierte Drosophila-Genom (ca. 
15.000 Gene), das eine geringe genetische Redundanz aufweist. Dadurch kann die 
Depletierung einzelner Gene häufig zur Identifizierung neuer Genfunktionen beitragen 
(Boutros & Ahringer, 2008). Durch die gute Konservierung zahlreicher Proteine und 
Stoffwechselwege zwischen dem Menschen und Drosophila (Rubin et al., 2000) können 
Drosophila-Zellen als Modell für die genomweiten RNAi-Studien verwendet werden und die 
erhaltenen Resultate oftmals in humanen Zellen verifiziert werden (Kwon et al., 2008; 
Sessions et al., 2009). In vorliegender Arbeit sollte demzufolge ein genomweites RNAi-
„Screening“ zur Identifizierung neuer Modulatoren der Ektodomänenspaltung von APP in 
Drosophila-Zellen etabliert und durchgeführt werden. Diese Aufgabe konnte in 
Zusammenarbeit mit Dr. Richard Page und in Kollaboration mit dem Labor von Prof. Dr. 
Boutros am DKFZ in Heidelberg erfolgen. Da in Drosophila-Zellen APP nur durch eine α-, 
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aber keine β-Sekretase-Aktivität prozessiert wird (Fossgreen et al., 1998; L. Q. Luo et al., 
1990; Sapir et al., 2005; Takasugi et al., 2003), konnte im Speziellen nach Modulatoren der α-
Sekretasespaltung von APP gesucht werden. Hierzu wurden zunächst eine geeignete 
Drosophila-Reporterzelllinie und eine Strategie für das „Screening“ etabliert. Nach der 
erfolgreichen Durchführung des genomweiten „Screenings“ und der Identifizierung von 
potentiellen Modulatoren der α-Sekretasespaltung von APP in Drosophila-Zellen sollten die 
erhaltenen Ergebnisse in humane Zellen transferiert werden. Nach Identifizierung von 
orthologen humanen Genen, sollten deren Effekte auf die Ektodomänenspaltung von APP 
untersucht werden. Da in humanen Zellen die Ektodomänenspaltung von APP sowohl durch 
die α-Sekretase ADAM   als auch durch die β-Sekretase BACE1 erfolgt, sollten hierbei 
Effekte auf die Spaltprodukte beider Sekretasen (APPsα und APPsβ) untersucht werden. Dazu 
sollten die potentiellen humanen Kandidatengene in RNAi-basierten Experimenten depletiert 
werden und die Effekte auf die Sekretion von APPsα und APPsβ gemessen werden. Zur 
Validierung potentieller Kandidatengene sollte eine Strategie entwickelt werden, mit der 
belegbar ist, dass erhaltene Effekte spezifisch für die Depletierung eines Kandidatengens und 
nicht durch unspezifische „off target“-Effekte der RNAi bedingt sind. 
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3 Ergebnisse 
3.1 TMEM59 ist ein neuartiger Modulator der Ektodomänenspaltung 
von APP 
3.1.1 Identifizierung von TMEM59 
Auf der Suche nach neuartigen Modulatoren der Ektodomänenspaltung von APP wurde im 
Labor ein cDNA-Expressions-„Screening“ durchgeführt (Neumann et al., 2006; Schobel et 
al., 2008; Schobel et al., 2006). Hierzu wurden Expressionskonstrukte einer humanen Gehirn 
cDNA-Bibliothek in eine Reporterzelllinie transfiziert und deren Effekte auf die 
Ektodomänenspaltung von APP analysiert. Mit Hilfe dieses Ansatzes konnte das bis dato 
unbekannte Protein TMEM59 als Modulator der APP-Ektodomänenspaltung identifiziert 
werden. TMEM59 ist ein Typ-I-Transmembranprotein und besitzt eine Sequenz von 323 
Aminosäuren, die vier bekannte Motive aufweist: Ein N-terminales Signalpeptid, eine N-
Glykosylierungsstelle, eine Transmembrandomäne und ein potentielles C-terminales PDZ-
Bindemotiv (Abbildung 7) (Fischer, 2008). 
 
Abbildung 7: Schematische Darstellung von TMEM59. 
Gezeigt sind die Orientierung von TMEM59 in der Membran sowie die vier bekannten Motive des 
Proteins. In blau ist das Signalpeptid am N-Terminus des Proteins dargestellt. In grün bzw. orange 
sind die N-Glykosylierungsstelle bzw. die Transmembrandomäne von TMEM59 abgebildet. Am C-
Terminus des Proteins findet sich ein potentielles PDZ-Bindemotiv (gelb). 
3.1.2 TMEM59 und TMEM59L modulieren die Ektodomänenspaltung und die 
Maturierung von APP 
Zunächst wurde ein wesentlicher Befund der vorangegangen Doktorarbeit im Labor (Fischer, 
2008) überprüft. Es sollte verifiziert werden, dass die verstärkte Expression von TMEM59 
und TMEM59L eine starke Inhibierung der APP-Ektodomänenspaltung und der APP-
Maturierung zur Folge haben. Dies konnte in meinen eigenen, nachfolgenden Untersuchungen 
bestätigt werden (Abbildung 8). Hierzu wurden HEK293E-Zellen transient mit APP695 und 
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TMEM59-HA oder TMEM59L-HA bzw. der Kontrolle Luziferase (Kon) ko-transfiziert. Die 
gleichzeitige Transfektion mit GFP diente als Kontrolle für homogene Transfektionsraten. 48 
h nach Transfektion wurden die Überstände gesammelt und die Zellen zu Lysaten verarbeitet, 
so dass eine Analyse der unterschiedlichen APP-Spezies sowie die Überprüfung der 
Expression der transfizierten Proteine im Western Blot möglich war. Wie aus Abbildung 8A 
hervorgeht, reduzierte die Expression von TMEM59 im Vergleich zur Kontrolle das α-
Sekretase-geschnittene APPsα und das β-Sekretase-geschnittene APPsβ in einem ähnlichen 
Ausmaß. Konsistent mit diesen Ergebnissen konnte auch eine Reduktion der Produktion von 
Aβ unter TMEM59-Expression im Vergleich zu Kontrollbedingungen gezeigt werden. Die 
Betrachtung des Gesamt-APP im Zelllysat zeigte, dass nicht nur die Ektodomänenspaltung 
von APP, sondern auch die Maturierung von APP bei Expression von TMEM59 inhibiert ist. 
Unter Kontrollbedingungen tritt das APP695 in zwei typischen Banden, die das mature APP 
(**) und das immature APP (*) darstellen, auf. Diese beiden Banden unterscheiden sich in 
ihrem Laufverhalten, da die molekulare Masse im Laufe der Maturierung von APP verändert 
wird. So hat das immature APP nur eine N-Kern-Glykosylierung, wohingegen das mature 
APP eine Komplex-Glykosylierung aufweist: Diese besteht aus einer N-Komplex-
Glykosylierung und einer zusätzlichen O-Glykosylierung (Weidemann et al., 1989). Können 
unter Kontrollbedingungen beide Maturierungsgrade distinkt detektiert werden, so ist bei 
TMEM59-Expression nur das immature APP zu erkennen, was auf eine reduzierte Komplex-
Glykosylierung des APP schließen lässt. Da die immature APP-Bande nicht in ihrem 
Laufverhalten verändert wurde, kann gefolgert werden, dass nur die N-Komplex-
Glykosylierung und die O-Glykosylierung, nicht aber die N-Kern-Glykosylierung von APP 
durch TMEM59-Expression beeinträchtig wurde. Die Feststellung, dass TMEM59 komplexe 
Glykosylierungsreaktionen inhibiert, konnte bereits im Labor auch für andere transient 
exprimierte Proteine, wie BACE1 oder PrP, gezeigt werden (Fischer, 2008). 
Das TMEM59 homologe Protein TMEM59L zeigte ähnliche Effekte auf die 
Ektodomänenspaltung und Maturierung von APP (Abbildung 8B). So ist auch hier eine 
Reduktion der sekretierten APP Fragmente APPsα, APPsβ und Aβ unter TMEM59L 
Expression im Vergleich zu Kontrollbedingungen zu erkennen. Im Western Blot des 
Zelllysats kann wiederum die Inhibierung der Maturierung von APP durch TMEM59L 
Expression beobachtet werden. Diese Ergebnisse zeigen, dass TMEM59 und sein Homologes 
TMEM59L ähnliche Funktionen in Hinsicht auf APP haben. Somit konnten TMEM59 und 
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sein Homologes TMEM59L in bisherigen Studien als neuartige Modulatoren der APP-
Ektodomänenspaltung und der APP-Maturierung charakterisiert werden.  
 
Abbildung 8: TMEM59- und TMEM59L-Effekte auf die Ektodomänenspaltung und die 
Maturierung von APP.  
A) HEK293E-Zellen wurden transient mit peak12-APP695 und peak12-TMEM59-HA bzw. Kontroll-
Plasmid peak12-Luziferase (Kon) ko-transfiziert, peak12-GFP diente als Transfektionskontrolle. In 
den Zelllysaten wurden im Western Blot zelluläres APP (22C11), TMEM-HA (HA.11) und GFP (GFP 
mono) detektiert. ** matures APP695 und * immatures APP695. Die Überstände wurden gegen 
sekretiertes APPsα (W  ), APPsβ ( 9 wt) und Aβ (6E  , nach 355  Immunopräzipitation) geblottet. 
B) HEK293E-Zellen wurden transient mit peak12-APP695 und peak12-TMEM59L-HA bzw. 
Kontroll-Plasmid peak12-Luziferase (Kon) ko-transfiziert, peak12-GFP diente als 
Transfektionskontrolle. Die Auswertung wurde wie in A) beschrieben durchgeführt.  
3.1.3 TMEM59 moduliert die Maturierung und die Ektodomänenspaltung von 
endogenem APP 
Wie in vorangegangenem Kapitel dargestellt wurde, hat TMEM59 starke Effekte auf transient 
exprimiertes APP695. Für endogenes APP konnten bisher im Labor jedoch nur 
vergleichsweise schwache Effekte erzielt werden. Dieser Befund ist vermutlich durch eine 
unzureichende Transfektionseffizienz der Zellen mit TMEM59 zu erklären. Zur Verbesserung 
der Transfektionseffizienz wurde das Standardprotokoll zur transienten Überexpression von 
rekombinanter DNA dahingehend modifiziert, dass bis zu 5-fach weniger Zellen als üblich 
verwendet wurden, da bekannt ist, dass die Transfektionseffizienz mit der Zelldichte zum 
Zeitpunkt der Transfektion korreliert (QIAGEN, 1999-2002). Somit wurden HEK293E-Zellen 
A B
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transient mit TMEM59-HA bzw. mit Luziferase (Kon) transfiziert. Nach entsprechender 
Präparation der Proben konnte eine Analyse der APP-Sekretion und der APP-Maturierung 
vorgenommen werden. Wie in Abbildung 9A zu erkennen ist, nimmt APPsα unter TMEM59-
Expression im Vergleich zu Kontrollbedingungen deutlich ab. Diese Abnahme ist in 
Abbildung 9B quantifiziert und zeigt eine eindeutige, signifikante Reduktion auf 40 % des 
APPsα. Auch die Veränderung der Maturierung von endogenem APP bei TMEM59-
Expression im Vergleich zu Kontrollbedingungen ist zu erkennen. Allerdings tritt das 
endogene APP hier im Gegensatz zu transient transfiziertem APP695 nicht als Doppel- 
sondern als Dreifachbande auf. Dies ist dadurch bedingt, dass in HEK293E-Zellen zwei 
alternative Isoformen des APP Gens exprimiert werden: zum einen das bereits beschriebene 
APP695 und zum anderen das APP751. Die Banden sind wie folgt zuzuordnen: die unterste 
Bande (*) entspricht dem immaturen APP695, die mittlere Bande (**) ist eine Mischung aus 
immaturem APP751 und maturem APP695 und die oberste Bande (***) stellt das mature 
APP751 dar (Weidemann et al., 1989). Unter TMEM59-Expression lässt sich eine Abnahme 
der maturen APP751-Bande, womit eine leichte Zunahme des immaturen APP751 in der 
Mischbande verbunden ist, feststellen. Die Abnahme der Maturierung von APP695 lässt sich 
aus einer leichten Zunahme der immaturen APP695-Bande ableiten. Somit konnten die 
Effekte von TMEM59-Expression, die für transientes APP gezeigt werden konnten, auch für 
endogenes APP reproduziert werden. 
 
Abbildung 9: TMEM59-Effekte auf die Ektodomänenspaltung und die Maturierung von 
endogenem APP.  
A) HEK293E-Zellen wurden transient mit peak12-TMEM59-HA bzw. Kontroll-Plasmid peak12-
Luziferase (Kon) transfiziert. In den Zelllysaten wurden im Western Blot zelluläres APP (22C11), 
TMEM-HA (HA.11) und Calnexin detektiert. *** matures APP751, ** Mischbande aus immaturem 
APP751 und maturem APP695 und * immatures APP695. Die Überstände wurden gegen sekretiertes 
APPsα (W  ) geblottet. B) Quantifizierung der APPsα Produktion aus A). Dargestellt ist die 
Produktion von APPsα (W  ) in Abhängigkeit von der Menge an APP im Lysat (  C  ). Gezeigt 
sind die Mittelwerte und zugehörige Standardfehler aus vier unabhängigen Experimenten. *** p < 
0,001 nach t Test.  
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3.1.4 TMEM59 moduliert die Maturierung von endogenem Nicastrin 
Um zu überprüfen, ob die beobachteten TMEM59-Effekte spezifisch für APP sind, wurde 
untersucht, ob auch andere, glykosylierte Proteine von einer verstärkten TMEM59-Expression 
beeinflusst werden können. Hierzu wurden die TMEM59-Effekte auf endogen vorhandenes, 
nicht transient transfiziertes Nicastrin untersucht. Nicastrin ist eine der vier ɣ-Sekretase-
Komponenten und wie APP ein Typ-I-Transmembranprotein, das während seiner 
Maturierung komplex-glykosyliert wird (Edbauer et al., 2003; Kaether et al., 2002). Ähnlich 
wie für APP konnte auch hier eine signifikante, wenn auch nicht so starke Minderung der 
Maturierung von Nicastrin unter TMEM59-Expression im Vergleich zu Kontrollbedingungen 
beobachtet werden (Abbildung 10). Daraus konnte geschlussfolgert werden, dass TMEM59 in 
der Lage ist, die komplexe Glykosylierung verschiedener, endogen exprimierter Proteine zu 
modulieren.  
 
Abbildung 10: TMEM59-Effekte auf die Maturierung von endogenem Nicastrin.  
A) HEK293E-Zellen wurden transient mit peak12-TMEM59-HA bzw. Kontroll-Plasmid peak12-
Luziferase (Kon) transfiziert. In den Zelllysaten wurden im Western Blot Nicastrin (N1660), TMEM-
HA (HA.11) und Calnexin detektiert. ** matures und * immatures Nicastrin. B) Quantifizierung der 
Nicastrin Maturierung aus A), diese wird dargestellt als Verhältnis von maturem (**) zu immaturem 
(*) Nicastrin. Gezeigt sind die Mittelwerte und zugehörige Standardfehler aus acht unabhängigen 
Experimenten. ** p < 0,01 nach t Test. Die Gesamtmenge an Nicastrin war nicht in Abhängigkeit von 
TMEM59-Expression verändert.  
3.1.5 TMEM59 ist in allen Golgi-Subkompartimenten vorhanden 
Wie in vorangegangener und vorliegender Dissertation anhand verschiedener Proteine, wie 
APP, Nicastrin, BACE1 und PrP, gezeigt werden konnte, kann TMEM59 als genereller 
Modulator von komplexen Glykosylierungsreaktionen gesehen werden. Diese komplexen 
Glykosylierungsreaktionen werden von einer größeren Anzahl verschiedener Enzyme im 
Golgi-Apparat durchgeführt (Kornfeld & Kornfeld, 1985; Roth, 1991). Daher lag die 
0
0,2
0,4
0,6
0,8
1
1,2
Kon TMEM59
m
at
/i
m
m
at
N
ic
as
tr
in
(V
er
h
äl
tn
is
 z
u
 K
o
n
)
**
BA
3. Ergebnisse 37 
Überlegung nahe, dass TMEM59 als Modulator dieser Enzyme auftreten könnte. Diese 
Hypothese wurde dadurch unterstützt, dass die TMEM59-Expression dem „Knockout“ von 
COG-Proteinen ähnelt, wie bisher im Labor beschrieben werden konnte. Diese „Conserved 
Oligomeric Golgi“-Proteine bilden einen hetero-oktameren Komplex, der für die korrekte 
Lokalisierung und die Aktivität von Golgi-residenten Proteinen, insbesondere von Enzymen 
der Glykosylierungsreaktionen, notwendig ist (Ungar et al., 2006; Zeevaert et al., 2008). Des 
Weiteren ist bekannt, dass diese Golgi-residenten Enzyme in spezifische Subgruppen, die 
jeweils einzelnen Golgi-Subkompartimenten zugeordnet werden können, auftreten (Pfeffer, 
2001; Tu & Banfield, 2010; Wilson & Ragnini-Wilson, 2010). Um herauszufinden, ob 
TMEM59 selbst auch einem bestimmten Subkompartiment zugeordnet werden kann und 
somit seine Effekte eventuell eine bestimmte Enzymgruppe betreffen, wurden detaillierte Ko-
Lokalisierungsstudien von TMEM59 mit etablierten Markern der einzelnen Golgi-
Subkompartimente durchgeführt. Hierzu wurden COS-Zellen permeabilisiert, mit dem 
Antikörper 93 gegen TMEM59 und mit diversen Antikörpern gegen endogene Proteine, die 
als Marker der verschiedenen Golgi-Subkompartimente etabliert sind, gefärbt. Durch 
Verwendung unterschiedlicher, fluorophor-gekoppelter Zweitantikörper können 
unterschiedliche oder ähnliche Lokalisierungen festgestellt werden. So konnte eine partielle 
Ko-Lokalisierung von TMEM59 und dem ERGIC-53 Protein beobachtet werden (Abbildung 
11A). Dieses Protein wird häufig als Marker des ER und des intermediären Kompartiments 
zwischen ER und Golgi-Apparat (ERGIC = „ER-Golgi Intermediate Compartment“) 
verwendet, da es den Transport bestimmter Proteine zwischen den beiden genannten 
Kompartimenten vermittelt und somit selbst in beiden zu finden ist (Sastre et al., 2001; 
Schweizer et al., 1988). Interessanterweise zeigte sich hier, vor allem unter Berücksichtigung 
des Durchlichtbildes, dass TMEM59, anders als das ERGIC-53 Protein, nicht nur in den 
Kern-nahen ER und ERGIC-Bereichen, sondern auch in Kern-ferneren Bereichen, die die 
anderen Golgi-Subkompartimente darstellen, repräsentiert ist. Auch mit dem gut etablierten 
cis-medialen Marker Giantin (Linstedt et al., 1995; Linstedt & Hauri, 1993) zeigte TMEM59 
eine partielle Ko-Lokalisierung (Abbildung 11B). Diese Feststellung konnte mit dem cis-
Golgi-Marker GM130 (Nakamura et al., 1995) (Abbildung 11C) und dem medialen Golgi-
Marker GS15 (Xu et al., 2002; Xu et al., 1997) (Abbildung 11D) bestätigt werden. Ebenfalls 
mit den Markerproteinen p230 und TGN38 des trans-Golgi-Netzwerkes (Gleeson et al., 1996; 
Luzio et al., 1990) konnte eine partielle Ko-Lokalisierung mit TMEM59 festgestellt werden 
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(Abbildung 11E und 11F).  
 
Abbildung 11: TMEM59-Ko-Lokalisierung mit Markern der Golgi-Subkompartimente.  
Endogenes TMEM59 (rot) und diverse endogene Marker der Golgi-Subkompartimente (grün) wurden 
in permeabilisierten COS-Zellen detektiert. Eine Ko-Lokalisierung kann durch Überlagerung der 
Signale festgestellt werden (gelb). Um die Zellmorphologie darzustellen, wurden zusätzlich 
Überlagerungsbilder mit dem Durchlichtkanal erzeugt. TMEM59 zeigt eine partielle Ko-Lokalisierung 
mit A) ERGIC-53, B) Giantin, C) GM130, D) GS15, E) p230 und F) TGN38. Maßstabsbalken 
entsprechen 10 µm. 
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Die Auswertungen der einzelnen Ko-Lokalisierungsstudien führten zu dem Ergebnis, dass 
TMEM59 in allen Golgi-Subkompartimenten, von cis- über medial- bis hin zum trans-Golgi 
und im trans-Golgi-Netzwerk, zu finden ist. Somit bieten diese Lokalisierungsstudien einen 
weiteren Hinweis darauf, dass TMEM59 eine mehr generelle Modulation von Golgi-
Glykosylierungsreaktionen bewerkstelligt. Daher sollen in den folgenden Untersuchungen 
andere Glykosylierungs-abhängige und somit potentiell TMEM59-modulierte Prozesse 
untersucht werden.  
3.1.6 TMEM59 hat keinen Einfluss auf die Aktivität der Sekretasen 
Als mögliche Erklärung für die reduzierte APP-Ektodomänenspaltung wurde bisher die 
Möglichkeit diskutiert, dass eine Verminderung der Aktivitäten der α-Sekretase und der β-
Sekretase zugrunde liegen könnte, da bekannt ist, dass beide Sekretasen komplex-glykosyliert 
sind und dies Voraussetzung für eine vollständige enzymatische Aktivität ist (Chang et al., 
2005; Charlwood et al., 2001; Escrevente et al., 2008a; Kubota & Nishiwaki, 2006). Um diese 
Hypothese zu überprüfen, wurden fluoreszenzbasierte Verfahren zur Bestimmung der 
enzymatischen Aktivität der APP-Sekretasen angewendet. Diese Verfahren beruhen auf 
synthetischen Protease-spezifischen Substratpeptiden, die mit zwei Fluorophoren, deren 
Emissions- und Absorptionsspektren komplementär zueinander sind, modifiziert sind. Im 
Grundzustand kann der „Quencher“ die emittierte Fluoreszenz des Reporters absorbieren, da 
die beiden Gruppen in räumlicher Nähe sind. Erfolgt jedoch ein proteolytischer Schnitt des 
Substratpeptids, werden die beiden Gruppen voneinander getrennt, so dass die frei emittierte 
Fluoreszenz des Reporters detektiert werden kann. In diesem Verfahren kann die Aktivität 
einer speziellen Protease mit spezifischen Fluoreszenzsignalen korreliert werden.  
Wie bereits gezeigt werden konnte (Cisse et al., 2006), ist es möglich, die enzymatische 
Aktivität von ADAM-Sekretasen in lebenden, intakten Zellen zu detektieren. Hierzu wurden 
HEK293E-Zellen transient mit TMEM59-HA bzw. der Kontrolle Luziferase (Kon) 
transfiziert und anschließend mit dem fluorogenen Substrat für ADAM-Proteasen inkubiert. 
Dabei wurden jeweils zur Kontrolle Zellen beider Ansätze zusätzlich auch mit TAPI1, einem 
Inhibitor von Metalloprotease-Aktivität (Arribas & Massague, 1995), behandelt. Ein 
Vergleich von Kontroll-transfizierten Zellen und TMEM59-exprimierenden Zellen zeigte, 
dass keine signifikanten Unterschiede in der Aktivität von ADAM-Sekretasen vorlagen 
(Abbildung 12). Die Spezifität der erhaltenen Signale konnte durch die Reduktion auf ca. 50 
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% Restaktivität mit TAPI1, wie bereits in anderen Studien gezeigt (Cisse et al., 2006), 
gewährleistet werden.  
 
Abbildung 12: TMEM59-Effekte auf die enzymatische Aktivität von ADAM-Sekretasen.  
HEK293E-Zellen wurden transient mit peak12-TMEM59-HA bzw. Kontroll-Plasmid peak12-
Luziferase (Kon) transfiziert. In den lebenden, intakten Zellen wurde die enzymatische Aktivität von 
ADAM-Sekretasen als Fluoreszenzsignal detektiert und im Verhältnis zu Kontroll-transfizierten 
Zellen ausgedrückt. Gezeigt sind die Mittelwerte und zugehörige Standardfehler aus fünf 
(Kon/TMEM59) bzw. drei (Kon+TAPI/TMEM59+TAPI) unabhängigen Experimenten.  
Die enzymatische Aktivität von BACE1 kann auf Grund der niedrigen endogenen BACE1-
Expressionslevel in HEK293E-Zellen nur mit Hilfe von BACE1-Expression und 
anschließender Isolation der Membranen detektiert werden (Andrau et al., 2003). Deshalb 
wurden HEK293E-Zellen transient mit TMEM59-HA bzw. der Kontrolle Luziferase (Kon) 
und BACE1 ko-transfiziert, die Membranen präpariert und anschließend mit dem fluorogenen 
Substrat für BACE1 inkubiert. Zur Kontrolle wurden Zellen beider Ansätze zusätzlich auch 
mit C3, einem Inhibitor der BACE1-Aktivität (Stachel et al., 2004), behandelt. Ein Vergleich 
von Zellen unter Kontrollbedingungen und TMEM59 exprimierenden Zellen zeigte, dass 
keine signifikanten Unterschiede in der Aktivität von BACE1 vorlagen (Abbildung 13). Die 
Spezifität der erhaltenen Signale konnte durch die starke Reduktion auf ca. 10 % Restaktivität 
mit C3 gewährleistet werden. So kann festgehalten werden, dass TMEM59 zwar in der Lage 
ist, die Komplex-Glykosylierung von BACE1, nicht aber die Aktivität von BACE  als β-
Sekretase von APP zu modulieren.  
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Abbildung 13: TMEM59-Effekte auf die enzymatische Aktivität von BACE1.  
HEK293E-Zellen wurden transient mit peak12-TMEM59-HA bzw. Kontroll-Plasmid peak12-
Luziferase (Kon) und peak12-BACE1 ko-transfiziert. In isolierten Membranen wurde die 
enzymatische Aktivität von BACE1 als Fluoreszenzsignal detektiert und im Verhältnis zu Kontroll-
transfizierten Zellen ausgedrückt. Gezeigt sind die Mittelwerte und zugehörige Standardfehler aus 
sechs (Kon/TMEM59) bzw. drei (Kon+C3/TMEM59+C3) unabhängigen Experimenten.  
Mit diesen Untersuchungen konnte folglich ausgeschlossen werden, dass die TMEM59-
induzierte Reduktion der APPsα- und der APPsβ-Produktion auf einer Inhibierung der 
enzymatischen Aktivität der α-Sekretase oder der β-Sekretase beruht.  
3.1.7 TMEM59 verändert den APP-Transport 
Eine weitere Erklärungsmöglichkeit für die TMEM59-induzierte Reduktion der APP-
Ektodomänenspaltung wäre eine grundlegende Veränderung des APP-Transports. Damit 
würde eine Veränderung der Verfügbarkeit von APP als Substrat für seine Sekretasen 
einhergehen, da bekannt ist, dass α-Sekretase-Aktivität an der Zelloberfläche und β-
Sekretase-Aktivität im endozytotischen Weg angesiedelt ist (Buxbaum et al., 1998; Haass et 
al., 1995; Koo & Squazzo, 1994; Lammich et al., 1999). Um diese Hypothese zu überprüfen, 
wurden HEK293E-Zellen transient mit YFP-APP (Ehehalt et al., 2003) und TMEM59-HA 
bzw. der Kontrolle Luziferase (Kon) ko-transfiziert. Nach 24 h Inkubation wurden konfokale 
Mikroskopie-Bilder der lebenden Zellen angefertigt. Wie aus Abbildung 14A hervorgeht, 
konnte das YFP-APP in Kontroll-transfizierten Zellen sowohl an der Plasmamembran (rote 
Pfeile) als auch im Zellinneren im Golgi-Apparat (weiße Pfeile) gefunden werden. In 
TMEM59 exprimierenden Zellen hingegen konnte das YFP-APP nicht an der Zelloberfläche, 
sondern nur intrazellulär im Golgi-Apparat (weiße Pfeile) und in der perinukleären ER-
Region (blauer Pfeil) detektiert werden (Abbildung 14B). Hieraus geht hervor, dass TMEM59 
in der Lage ist, den APP-Transport im ER und im Golgi-Apparat zu arretieren und somit den 
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Anteil von APP in späteren zellulären Kompartimenten zu vermindern. Ein dadurch 
verringertes Aufeinandertreffen von Substrat und Sekretasen in den entsprechenden 
Kompartimenten könnte also eine Verhinderung der APP-Ektodomänenspaltung durch 
TMEM59 erklären. 
 
Abbildung 14: TMEM59-Effekte auf den Transport von YFP-APP.  
HEK293E-Zellen wurden transient mit pShuttle/CMV-YFP-APP (Ehehalt et al., 2003) und A) 
Kontroll-Plasmid peak12-Luziferase (Kon) bzw. B) peak12-TMEM59-HA ko-transfiziert. Nach 24 h 
Inkubation wurden konfokale Lebendzellaufnahmen angefertigt. Rote Pfeile markieren die 
Plasmamembran, weiße Pfeile den Golgi-Apparat und der blaue Pfeil die perinukleäre ER-Region. 
Maßstabsbalken entsprechen 10 µm.  
3.1.8 Auch der Doppel-„Knockdown” von TMEM59 und TMEM59L verändert die 
Ektodomänenspaltung von APP 
Wie eingangs erwähnt, beruhten alle bisherigen Erkenntnisse über TMEM59 und sein 
Homologes TMEM59L auf verstärkter Expression von TMEM59. Daher sollen nun die 
Auswirkungen der Depletierung dieser Proteine untersucht werden. Hierzu wurden 
„Knockdown”-Studien durchgeführt, in denen siRNAs transient in HEK293E-Zellen 
transfiziert wurden. Dieser Ansatz wurde bereits in einer vorangegangen Dissertation 
A   Kontrolle
B   TMEM59
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durchgeführt, konnte jedoch zu keinem aussagekräftigen Ergebnis gebracht werden. Dies 
könnte damit begründet werden, dass zum einen die erzielten „Knockdown”-Effizienzen nicht 
ausreichend stark waren oder zum anderen der transiente „Knockdown” nicht ausreichend 
lang durchgeführt wurde. Deshalb wurde in vorliegender Arbeit zunächst das Protokoll für 
den transienten „Knockdown” dahingehend optimiert, dass die Transfektion revers, also in 
Zellsuspensionen, und über einen längeren Zeitraum (72 h statt bisher 48 h), durchgeführt 
wurde. Des Weiteren wurde vormals mit einer sehr hohen siRNA Konzentration (100 nM) 
gearbeitet, was eventuell zu einer unspezifischen Toxizitätsreaktion in den Zellen führen 
könnte, welche wiederum Effekte des „Knockdowns“ auf die APP-Ektodomänenspaltung 
maskieren könnte. Daher wurde in vorliegender Arbeit die Konzentration auf 5 nM siRNA 
gesenkt. Somit wurden HEK293E-Zellen revers mit siRNA Pools gegen TMEM59 und/oder 
TMEM59L bzw. mit Kontroll-siRNAs (Kon, Kontroll-siRNAs 3 und 4) transfiziert. Nach 72 
h Inkubation wurde die „Knockdown”-Effizienz bestimmt. Dies wurde sowohl für TMEM59 
als auch für TMEM59L mittels spezifischer Oligonukleotid-Paare und einer spezifischen 
Sonde in der quantitativen „Real Time“-PCR bestimmt, da für beide Proteine keine 
Antikörper vorhanden waren, die sensitiv genug waren, um endogene Proteine in der Western 
Blot Analyse detektieren zu können. Lediglich für TMEM59 konnte der Beweis des 
„Knockdowns“ auch mit Hilfe von Immunofluoreszenzmikroskopie erbracht werden. Nach 
erfolgter Quantifizierung des „Knockdowns“ wurden, wie bereits beschrieben, die APP-
Sekretion sowie die APP-Maturierung analysiert. In ersten Experimenten einer 
vorangegangenen Arbeit (Fischer, 2008), in denen nur entweder TMEM59 oder sein 
Homologes TMEM59L depletiert wurden, konnten keine signifikanten Änderungen in der 
APP-Ektodomänenspaltung oder Maturierung verzeichnet werden. Dies kann darauf 
zurückzuführen sein, dass bei Fehlen des einen Homologen das andere die Funktion 
übernehmen kann, da bekannt ist, dass beide Proteine in HEK293-Zellen exprimiert sind 
(Elson et al., 1999). Übereinstimmend mit dieser Annahme konnte für den Doppel-
„Knockdown“ beider Homologe eine moderate Reduktion der APP-Ektodomänenspaltung 
beobachtet werden. So konnte für die Produktion von APPsα eine Abnahme um ca. 30 % und 
von APPsβ eine Abnahme um ca. 4  % verzeichnet werden (siehe Abbildung 15A und 15B 
zugehörige Quantifizierung). Auch die Maturierung des endogenen, intrazellulären APP 
scheint eine leichte Abnahme aufzuweisen, diese erreichte jedoch keine statistische 
Signifikanz.  
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Abbildung 15: Effekte des „Knockdowns” von TMEM59 und TMEM59L auf die 
Ektodomänenspaltung und die Maturierung von APP.  
A) HEK293E-Zellen wurden transient mit Kontroll-siRNAs (Kon) bzw. mit einer Mischung von 
siRNAs gegen TMEM59 und TMEM59L transfiziert. In den Zelllysaten wurden im Western Blot 
zelluläres APP (  C  ) und Calnexin detektiert. Die Überstände wurden gegen sekretiertes APPsα 
(W  ), APPsβ ( 9 wt, nach BAWT 8C   Immunopräzipitation) geblottet. B) Quantifizierung der 
APPsα-Produktion (oben) und der APPsβ-Produktion (unten) aus A). Dargestellt ist die Produktion 
von APPsα (W  ) bzw. APPsβ ( 9 wt, nach BAWT8C   Immunopräzipitation) in Abhängigkeit von 
der Menge an APP im Lysat (22C11). Gezeigt sind die Mittelwerte und zugehörige Standardfehler aus 
vier unabhängigen Experimenten. * p < 0,05 nach t Test. C) Endogenes TMEM59 kann in der 
Immunofluoreszenzmikroskopie nur in Kontroll-siRNA, nicht aber in TMEM59-siRNA behandelten 
Zellen detektiert werden. Maßstabsbalken entsprechen 10 µm. D) Quantifizierung der mRNA-Level 
von TMEM59 (schwarze Balken) und TMEM59L (graue Balken) mittels quantitativer „Real Time“-
PCR. Gezeigt sind die Mittelwerte der relativen Expression und zugehörige Standardfehler aus vier 
unabhängigen Experimenten. *** p < 0,001 nach t Test.  
Die schwache Ausprägung der genannten Effekte könnte damit zu begründen sein, dass zwar 
gute „Knockdown”-Effizienzen erzielt werden konnten (siehe Abbildung 15C und 15D), 
diese eventuell aber nicht ausreichend für prominentere Effekte waren. Möglicherweise 
reichen die verbleibenden mRNA-Mengen von TMEM59 (ca. 20 % verbleibend) bzw. von 
TMEM59L (ca. 30 % verbleibend), um die Grundfunktionen von TMEM59 und seinem 
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Homologen aufrechtzuerhalten und somit einen stärker ausgeprägten Phänotyp zu verhindern. 
Dieses Phänomen konnte bereits für ein anderes Protein, das Autophagie-Protein ATG5, 
beschrieben werden. So ist bekannt, dass ein „Knockdown” von ATG5, bei dem nur 10 % des 
Proteins in der Zelle verbleiben, nicht ausreichend ist, den Prozess der Autophagie zu 
unterbinden. Nur bei einer deutlichen Reduktion der Proteinmenge unter 10 % konnte eine 
Verhinderung der Autophagie beobachtet werden (Hosokawa et al., 2006). Dementsprechend 
könnte es auch für TMEM59 und TMEM59L gelten, dass ein stärkerer „Knockdown” erzielt 
werden müsste, um stärkere Effekte, beispielsweise auf die Maturierung von APP, zu 
erzielen. Um diesen stärkeren „Knockdown” zu erzielen, wäre es notwendig potentere 
siRNA-Sequenzen zu finden, die einen stärkeren „Knockdown” mit weniger als 20 bis 30 % 
verbleibenden mRNA-Mengen ermöglichen. In zukünftigen Studien könnten alternativ 
RNAi-basierte stabile „Knockdowns“ von TMEM59 und seinem Homologen mit Hilfe von 
shRNAs durchgeführt werden. Auch in diesem Ansatz wäre es zunächst notwendig, nach 
potenten shRNA-Sequenzen zu suchen, die eine stärkere Reduktion der verbleibenden 
mRNA-Mengen bewerkstelligen können. 
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3.2 Genomweites RNAi-„Screening“ zur Identifizierung neuer zellulärer 
Modulatoren der Ektodomänenspaltung von APP 
3.2.1 Etablierung eines Drosophila-„Screenings“ 
Zur Identifizierung neuer zellulärer Modulatoren der Ektodomänenspaltung von APP wurde 
ein genomweites RNAi-basiertes „Screening“ in Drosophila-Schneider 2 (S2)-Zellen 
durchgeführt. Hierzu wurden zunächst eine Reporterzelllinie und ein „Screening“-Verfahren 
etabliert.  
3.2.1.1 Etablierung einer Drosophila-Reporterzelllinie 
Die Grundvoraussetzung für ein erfolgreiches „Screening“ im genomweiten Maßstab ist eine 
geeignete Reporterzelllinie, die hoch reproduzierbare Daten und konsistente Ergebnisse in 
den gewählten Auswertungsverfahren ermöglicht. Daher wurde in Zusammenarbeit mit Dr. 
Richard Page und Katrin Moschke eine Drosophila-S2-Reporterzelllinie etabliert. Diese 
Zelllinie konnte nicht mit einer stabilen Expression der gewünschten Reporterkonstrukte 
generiert werden, da die Selektion von S2-Zellen durch Antibiotikazusatz die Aufnahme der 
dsRNAs in die Zellen stark verminderte. Deshalb wurden in vorliegender Arbeit die 
gewünschten Reporterkonstrukte durch transiente Transfektion in S2-Zellen eingebracht: Zum 
einen wurden zwei unabhängige Reporter für die Ektodomänenspaltung von APP bzw. für die 
generelle Sekretion der Zelle und zum anderen ein Konstrukt zur Bestimmung der 
Transfektionseffizienz verwendet. Mit Hilfe dieser Reporter können somit Gene identifiziert 
werden, deren „Knockdown” spezifisch zu einer Veränderung der Ektodomänenspaltung von 
APP führt, ohne dabei die generelle Sekretion der Zellen zu verändern. Das dritte 
Reporterkonstrukt wurde verwendet, um die erhaltenen Signale der ersten beiden Reporter in 
Relation zu der Transfektionseffizienz der Zellen setzen zu können.  
Das Reporterkonstrukt zur Detektion der Ektodomänenspaltung von APP ist ein 
Fusionsprotein aus der Meerrettich-Peroxidase (HRP, „horseradish peroxidase“) und APP 
(HRP-APP). Dieses Fusionsprotein wird in Drosophila nur durch die α-Sekretase Kuzbanian 
prozessiert, nicht aber durch eine β-Sekretase-Aktivität, da in Drosophila kein BACE-
homologes Protein exprimiert wird (Fossgreen et al., 1998; L. Q. Luo et al., 1990; Sapir et al., 
2005; Takasugi et al., 2003). Dies ermöglichte die alleinige Detektion von α-Sekretase-
abgespaltener APP-Ektodomäne (HRP-APPsα) in den Überständen der transfizierten S2-
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Zellen (Abbildung 16A). Wie aus Abbildung 16B und 16C hervorgeht, konnte belegt werden, 
dass zum einen das HRP-APP-Produkt von den Zellen gebildet und prozessiert wurde und 
zum anderen die Effizienz der RNAi in den transient transfizierten Zellen gegeben war: 
Wurden Zellen im Vergleich zu Kontrollbedingungen (dsRNAs gegen GFP) mit dsRNAs 
gegen Kuzbanian behandelt, so ist in den Überständen sowohl eine Abnahme der HRP-APP-
Bande im Western Blot (Abbildung 16B) als auch eine Abnahme der Signalintensität der 
Peroxidase-Reaktion (Abbildung 16C) zu beobachten. Zeitgleich ist bei verringerter 
Prozessierung auch die typische Akkumulation der HRP-APP-Bande im Zelllysat zu 
beobachten (Abbildung 16B). 
Um neben der Ektodomänenspaltung von APP auch die generelle zelluläre Sekretion 
bestimmen zu können, wurden die S2-Zellen neben HRP-APP auch mit einem Konstrukt der 
Gaussia-Luziferase (GLuc, „Gaussian luciferase“) transfiziert, dessen Produkt konstitutiv in 
den Überstand abgegeben wird (Abbildung 16A). Wie in Abbildung 16C gezeigt ist, konnte 
belegt werden, dass eine direkte Modulation der α-Sekretase-Aktivität (dsRNA gegen 
Kuzbanian) keinen Einfluss auf die generelle Sekretion der Zelle hat, da die Gaussia-
Luziferase-Aktivität im Vergleich zu Kontrollbedingungen nicht verändert wurde. Somit 
konnte diese Luziferase als Reporter für RNAi-Effekte auf die generelle Sekretion der Zelle 
herangezogen werden.  
Um eventuell unterschiedlich starke Transfektionsraten ermitteln zu können, wurde ein drittes 
Konstrukt transfiziert: die „Firefly luciferase“ (FLuc), welche zytosolisch vorliegt und somit 
zur Lumineszenzermittlung im Zelllysat und als Referenz für die anderen beiden 
Reporterkonstrukte verwendet werden kann (Abbildung 16A). 
Somit konnte erfolgreich eine adäquate „Screening“-Zelllinie etabliert werden, die zum einen 
die notwendigen Reporterkonstrukte exprimiert und zum anderen die effiziente Durchführung 
von RNAi-Studien erlaubt.  
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Abbildung 16: Etablierung einer Drosophila-Reporterzelllinie. 
A) Schematische Darstellung einer Drosophila-S2-Zelle mit den Reporterkonstrukten des RNAi-
„Screenings“: HRP-APP (pAc5.1-HRP-APP, grün), GLuc (pAc5.1-GLuc, blau) und FLuc (pAc5.1-
FLuc, gelb). B) S2-Zellen wurden transient mit pAc5.1-HRP-APP transfiziert. Zeitglich wurden diese 
Zellen mit dsRNAs gegen GFP (Kon) oder mit dsRNAs gegen Kuzbaninan (Kuz) behandelt. In den 
Zelllysaten wurde im Western Blot zelluläres HRP-APP (22C11) nachgewiesen. Die Überstände 
wurden gegen sekretiertes HRP-APPsα (  C  ) geblottet. C) S2-Zellen wurden transient mit pAc5.1-
HRP-APP und pAc5.1-GLuc ko-transfiziert. Zeitgleich wurden diese Zellen mit dsRNAs gegen GFP 
(Kon) oder mit dsRNAs gegen Kuzbaninan (Kuz) behandelt. In den konditionierten Überständen 
wurden die Aktivitäten der Meerrettich-Peroxidase des sekretierten APP-Fusionsproteins (HRP-
APPsα) und der sekretierten Gaussia-Luziferase (GLuc) gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte 
und Standardfehler von sechs unabhängigen Experimenten. 
3.2.1.2 Etablierung eines „Screening“-Verfahrens in Drosophila-S2-Zellen 
Das Verfahren für das genomweite RNAi-„Screening“ in Drosophila-Zellen wurde in 
Zusammenarbeit mit Dr. Richard Page und in Kollaboration mit dem Labor von Prof. Dr. 
Michael Boutros am DKFZ in Heidelberg etabliert. Zunächst wurden die Parameter für die 
Aufnahme der dsRNAs in die S2-Zellen, die nachfolgende transiente Transfektion der S2 
Zellen mit den Reporterkonstrukten sowie die Miniaturisierung der Reaktionen in 384-well-
Platten-Format optimiert. So wurden die S2-Zellen (20.000 Zellen/well) zunächst unter 
Serum-freien Bedingungen mit den dsRNAs inkubiert, die ohne weiteren Zusatz von 
Transfektionsreagenz in die Zellen aufgenommen werden (Boutros et al., 2004). Nach Zusatz 
von Serum-haltigem Medium und Übernachtinkuabtion konnten diese Zellen nun transient 
mit den Reporterkonstrukten transfiziert werden. Hierbei wurde das lipidbasierte 
Transfektionsreagenz Effectene verwendet, um jeweils 21 ng des HRP-APP Plasmids und des 
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GLuc Plasmids und 8 ng des FLuc Plasmids in die Zellen eines wells einzuschleusen. Diese 
DNA-Mengen waren ausreichend, um nach einer zweitägigen Inkubation deutliche Signale 
der Reporter zu erhalten. Des Weiteren wurden die Bedingungen für die Detektion der 
Signale von HRP, GLuc und FLuc so festgelegt, dass zum einen eine hohe Sensitivität 
erreicht und zum anderen eine hohe Stabilität der Signale erhalten wurde. Diesen Ansprüchen 
entsprach die Detektion der HRP-Signale bzw. der GLuc-Signale bei Verwendung des HRP-
Substrates „Immobilon Western HRP“ bzw. des GLuc-Substrates „GAR- B“. Dabei wurden 
10 µl bzw. 30 µl Aliquots der Überstände der S2-Zellen verwendet. Die Messung der FLuc-
Signale konnte durch Verwendung des FLuc-Substrats „Steady Lite HTS“ ohne vorherige 
Zelllyse durchgeführt werden. Auch hier konnten starke, stabile Signale erhalten werden.  
In Zusammenarbeit mit dem DKFZ Labor wurden in diversen „Prä-Screenings“ die 
Bedingungen für das genomweite „Screening“ simuliert. Hierbei wurden vor allem das 
Roboter-basierte Vorgehen getestet und die Reproduzierbarkeit der Daten überprüft. Nach 
Abschluss dieser Vorbereitungen konnte das Verfahren für das genomweite „Screening“ wie 
folgt festgelegt werden: Die vom DKFZ Labor synthetisierte und im Rahmen dieser 
Kollaboration zur Verfügung gestellte dsRNA-Bibliothek (Horn et al., 2010), die das gesamte 
Drosophila Genom abdeckt, wurde für das geplante genomweite „Screening“ in 384-well-
Platten gegeben. Dabei wurden als Positivkontrolle auf jeder Platte mehrfach dsRNAs gegen 
Kuzbanian aufgebracht. Die Depletierung von Kuzbanian, welches die ADAM10-homologe 
α-Sekretase der APP-Prozessierung in Drosophila darstellt (Sapir et al., 2005), sollte zu einer 
Verminderung der Ektodomänenspaltung von APP führen und somit die „Screening“-
Strategie verifizieren. Im Ganzen wurden auf diese Weise 90 (2 x 45) 384-well-Platten 
präpariert, da das genomweite „Screening“ in Duplikaten durchgeführt wurde.  
Die beschriebenen dsRNA-enthaltenden 384-well-Platten wurden darauf folgend mit Hilfe 
eines Dispensers mit einer Drosophila-S2-Zellsuspension beschickt und für einen Tag 
inkubiert, so dass die dsRNA von den Zellen aufgenommen werden konnte. Darauf erfolgte 
die transiente Transfektion der Zellen mit den drei beschriebenen Reporterkonstrukten – auch 
dieser Schritt wurde automatisiert mit Hilfe eines Dispensers durchgeführt. Nach weiterer 
zweitägiger Inkubation wurden mit Hilfe eines Pipettier-Roboters zwei Aliquots der 
konditionierten Überstände abgenommen und in frische 384-well-Platten überführt. Daraufhin 
konnten in den Zellen die Signale der FLuc gemessen werden. In den konditionierten 
Überständen wurden die Signale der HRP und der GLuc gemessen. Die notwendigen 
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Pipettier-Schritte zur Detektion der Reportersignale wurden erneut mit Hilfe von Dispensern 
vorgenommen. Dieses „Screening“-Verfahren, das in Kollaboration mit dem Boutros Labor 
des DKFZ erfolgreich etabliert werden konnte, ist schematisch in Abbildung 17 dargestellt.  
 
Abbildung 17: Etablierung eines „Screening“-Verfahrens.  
Drosophila-S2-Zellen wurden in 384-well-Platten, die bereits mit Aliquots von dsRNAs beschickt 
wurden, ausplattiert und inkubiert. Nach einem Tag Inkubation wurden die Zellen zusätzlich transient 
mit den drei Reporterkonstrukten transfiziert. Nach einer weiteren Inkubationsphase von zwei Tagen 
wurden zwei Aliquots der konditionierten Überstände abgenommen und in frische 384-well-Platten 
überführt. Daraufhin konnte die Transfektionseffizienz der Zellen anhand der Signale der FLuc (gelb) 
gemessen werden. In den konditionierten Überständen wurden die Ektodomänenspaltung (Signale der 
HRP, grün) und die generelle Sekretion (Signale der GLuc, blau) bestimmt.  
3.2.2 Auswertung und Resultate des genomweiten Drosophila RNAi-„Screenings“ 
Das genomweite Drosophila RNAi-„Screening“ wurde in zwei Schritten durchgeführt: Im 
Primär-„Screening“ wurden alle ~  5.    Gene von Drosophila und im Sekundär-
„Screening“ wurden alle interessanten Kandidatengene aus dem Primär-„Screening“ erneut 
mittels RNAi-Studien untersucht.  
Die Auswertung der erhaltenen Datensätze erfolgte durch Mitarbeiter der Arbeitsgruppe von 
Prof. Dr. Michael Boutros unter Verwendung der „High throughput-Screening“-Software 
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CellHTS (Boutros et al., 2006). Dabei wurden die Signale des HRP-APPsα bzw. der 
sekretierten GLuc im Überstand auf die FLuc-Signale der Zellen normalisiert, um so 
Unterschiede in den Transfektionseffizienzen zu berücksichtigen. Mit Hilfe der Software 
CellHTS konnten neben Unterschieden in der Transfektionseffizienz auch technische 
Probleme und Variationen zwischen den Duplikaten ermittelt und berücksichtigt werden. Im 
Primär-„Screening“ wurden Gene als positiv gewertet, deren „Knockdown” mittels dsRNAs 
zu einer deutlichen Zunahme oder Abnahme der APP-Ektodomänenspaltung (HRP-APPsα), 
nicht aber zu einer Veränderung der generellen Sekretion (GLuc) oder der Zellviabilität 
(FLuc) führte. Mit Hilfe dieses Evaluierungsverfahrens des Primär-„Screenings“ konnte eine 
Liste mit ca. 300 Kandidatengenen für eine weitere Untersuchung im Sekundär-„Screening“ 
erstellt werden. Die „Screening“-Strategie wurde durch das wiederholte Auftreten der 
Positivkontrolle Kuzbanian unter den stärksten Modulatoren der Produktion von HRP-APPsα 
validiert.  
Die ca. 300 Kandidatengene aus dem Primär-„Screening“ wurden unter vergleichbarem 
experimentellem Vorgehen erneut mit RNAi-Studien adressiert. Im Sekundär-„Screening“ 
wurden allerdings Triplikate anstatt wie bisher Duplikate untersucht. Zur Evaluierung der 
erhaltenen Daten wurde erneut das Signal des HRP-APPsα bzw. der sekretierten GLuc auf die 
Transfektionseffizienz in Form der FLuc-Signale normalisiert (FLuc-normalisierte Daten). 
Um die Stärke der Effekte auf die Produktion von HRP-APPsα und die Sekretion bewerten zu 
können, wurden die FLuc-normalisierten Daten ins Verhältnis zum Median aller FLuc-
normalisierten Daten des Sekundär-„Screenings“ gesetzt (Median-normalisierte Daten). 
Daraufhin konnten die Mittelwerte der Median-normalisierten Daten der Triplikate gebildet 
und der resultierende Standardfehler errechnet werden. Durch Sortieren der erhaltenen 
Datensätze nach der Größe der Median-normalisierten Daten konnten die stärksten 
Modulatoren der Ektodomänenspaltung von HRP-APP in Drosophila-S2-Zellen identifiziert 
werden.  
Für die weitere Untersuchung in humanen Zellen wurden Gene ausgewählt, deren 
„Knockdown” mittels dsRNAs in Drosophila-S2-Zellen, eine Abnahme bzw. Zunahme der 
Ektodomänenspaltung von APP auf weniger als 40 % bzw. auf mehr als 180 % des Medians 
zeigte. Diese Kriterien wurden von 43 Genen erfüllt – die untersuchten Effekte dieser 
Kandidaten sind in untenstehender Abbildung 18 dargestellt. Aus Abbildung 18A geht der 
Effekt der dsRNAs gegen die untersuchten Gene auf die Ektodomänenspaltung von APP 
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hervor, während Abbildung 18B die Effekte der dsRNAs gegen die untersuchten Gene auf die 
generelle zelluläre Sekretion zeigt. Auch hier ist festzuhalten, dass die hohe 
Identifizierungsrate von dsRNAs gegen Kuzbanian und die starken Effekte dieses 
„Knockdowns“ die Strategie des „Screening“-Verfahrens validieren konnten. 
Interessanterweise wurden hier zusätzlich Gene gefunden, deren „Knockdown” sogar zu einer 
noch stärkeren Abnahme der Ektodomänenspaltung von APP führte als der „Knockdown” 
von Kuzbanian. Für einige Gene wurde bei „Knockdown” eine drastische Zunahme der APP-
Ektodomänenspaltung im Vergleich zum Median aller untersuchten Gene beobachtet. Wie im 
Primär-„Screening“ als Ausschlusskriterium verwendet, zeigten die hier dargestellten Gene 
bei „Knockdown” keine starken Veränderungen der generellen Sekretion (siehe Abbildung 
17B) im Vergleich zu den profunden Effekten auf die APP-Ektodomänenspaltung. Somit 
konnten mit der Kombination des Primär- und des Sekundär-„Screenings“ erfolgreich 43 
Modulatoren der Ektodomänenspaltung von APP, nicht aber der generellen Sekretion der 
Zelle in Drosophila-S2-Zellen identifiziert werden.  
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Abbildung 18: Darstellung der Effekte der 43 Kandidatengene des Sekundär-„Screenings“ in 
Drosophila-S2-Zellen auf die Ektodomänenspaltung von APP (A) und auf die generelle zelluläre 
Sekretion (B). 
A) Darstellung der Effekte des „Knockdowns“ der 43 Kandidatengene auf die Ektodomänenspaltung 
von HRP-APP nach Normalisierung auf den Median des gesamten Sekundär-„Screenings“. Die y-
Achse zeigt die HRP-APPsα-Werte, die bereits mit der Transfektionseffizienz korrigiert wurden. B) 
Darstellung der Effekte des „Knockdowns“ der 43 Kandidatengene auf die generelle zelluläre 
Sekretion von GLuc nach Normalisierung auf den Median des gesamten Sekundär-„Screenings“. Die 
y-Achse zeigt die GLuc-Werte, die bereits mit der Transfektionseffizienz korrigiert wurden. In beiden 
Diagrammen (A und B) sind auf der X-Achse die Drosophila Annotationen der identifizierten Gene 
angegeben. Rot hervorgehobene Balken zeigen die Effekte der dsRNAs gegen Kuzbanian. Gezeigt 
sind die Mittelwerte und Standardfehler der Triplikate des Sekundär-„Screenings“.  
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3.2.3 Identifizierung orthologer humaner Gene zu den Kandidatengenen aus dem 
Drosophila RNAi-„Screening“ 
Nachdem erfolgreich die finale Kandidatenliste aus der Kombination des Primär- und des 
Sekundär-„Screenings“ in Drosophila erstellt wurde, wurden zunächst orthologe humane 
Gene zu diesen Kandidaten identifiziert. Da die Alzheimer-Demenz eine humane Krankheit 
ist, sollte in menschlichen Zellen überprüft werden, ob die in Drosophila identifizierten 
Kandidaten auch in menschlichen Zellen als Modulatoren der Ektodomänenspaltung von APP 
auftreten. Hierzu wurden von der Drosophila-spezifischen Datenbank „Flybase“ 
(http://flybase.org/) die Translationen der annotierten Gene aller 43 Kandidaten erhalten und 
mit Hilfe des sogenannten „Blast“ Werkzeugs mit dem humanen Proteom verglichen 
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Auf diese Weise wurden für 30 der Drosophila-
Kandidatengene humane orthologe Gene gefunden. Für die verbleibenden 13 Kandidaten 
wurden keine konservierten oder ähnlichen Verwandten im humanen Proteom identifiziert. 
Diese Kandidatengene konnten daher nicht weiter in humanen Zellen untersucht werden.  
Neben den Proteinsequenzen der humanen orthologen Gene und deren Annotationen bietet 
das „National Center for Biotechnology Information“ („NCBI“, 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) auch die gebräuchlichen Gennamen sowie die 
allgemeingültigen „Entrez Gene“-Nummern („GeneID“) und die Annotationen der 
Transkripte (REFSEQ) (allgemeingültig nach NCBI) an. Neben deren Identität konnte mit 
Hilfe einer weiteren Datenbank („BioGPS“, http://biogps.org/) für alle 3  humanen 
orthologen Gene die Expression der Transkripte im Gehirn festgestellt werden.  
Um einen ersten Überblick über die identifizierten humanen orthologen Gene zu bekommen, 
wurden die 30 Gene verschiedenen Gruppen zugeordnet. Dazu wurde auf bereits publiziertes 
Wissen, das in gängigen Datenbanken wie „NCBI“ oder „GeneCards“ 
(http://www.genecards.org/) zugänglich ist, zurückgegriffen. Konnten keine Publikationen zu 
einem Gen gefunden werden, so erfolgte dessen Kategorisierung auf Grund potentieller 
subzellulärer Lokalisierungen oder postulierter Funktionen. Mit den erhaltenen Informationen 
konnten unten dargestellte Gruppierungen durchgeführt werden (siehe Abbildung 19). Einige 
der identifizierten Gene codieren für Proteine, die eine nukleäre Lokalisierung aufweisen, 
dabei zum Teil auch mit DNA und/oder RNA interagieren, oder deren Produkte in Zellzyklus 
und Replikation der genomischen DNA involviert sind. Interessanterweise konnten auch 
Proteine anderer Klassen mit zentraler biologischer Bedeutung identifiziert werden: so finden 
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sich auch Proteine mit Funktionen im intrazellulären Transport, in der Signaltransduktion 
oder im zellulären Metabolismus. Eine weitere Gruppe von Genen wurde hier unter „Andere“ 
zusammengefasst, da deren Proteine vielfältige Funktionen haben und somit für eine Vielzahl 
zellulärer Prozesse von Bedeutung sind. Einige Gene sind bis auf ihre Annotation bis dato 
vollkommen unbekannt und nicht weiter charakterisiert.  
 
Abbildung 19: Gruppierung der 30 humanen orthologen Gene nach deren biologischer 
Funktion.  
Darstellung der 30 humanen orthologen Gene zu den initialen Kandidaten des Drosophila-
„Screenings“ nach deren Zuordnung zu unterschiedlichen biologischen Gruppen.  
3.2.4 Etablierung eines „Screening“-Verfahrens in humanen SH-SY5Y-Zellen 
Das „Screening“ nach neuen zellulären Modulatoren der Ektodomänenspaltung von APP in 
Drosophila-S2-Zellen führte zu 30 Kandidaten, für die humane orthologe Gene existieren. Zur 
weiteren Untersuchung dieser potentiellen humanen Kandidaten sollten RNAi-Studien dieser 
Gene in einer humanen Zelllinie durchgeführt werden. Hierzu wurde die Zelllinie SH-SY5Y 
gewählt, da diese Linie aus einem humanen Neuroblastom generiert wurde und somit 
Ähnlichkeiten zum neuronalen Zelltyp aufweist (Rettig et al., 1987).  
Zur weiteren Untersuchung der 30 humanen Kandidatengene wurde zunächst ein 
experimentelles Vorgehen etabliert, in dem siRNAs transient in wildtyp-SH-SY5Y-Zellen 
transfiziert und anschließend deren Effekte auf die Ektodomänenspaltung von APP untersucht 
werden sollten. Dabei wurden die transient transfizierten siRNAs zunächst in Form von Pools, 
bestehend aus vier unterschiedlichen einzelnen siRNA-Sequenzen, verwendet. Um mit 
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diversen siRNA-Sequenzen arbeiten zu können, wurden diese siRNA-Pools von zwei Firmen, 
Dharmacon und Qiagen, bezogen. Nach der Transfektion in SH-SY5Y-Zellen wurden die 
Effekte der Depletierung der untersuchten Gene auf die APP-Ektodomänenspaltung 
untersucht. Da in SH-SY5Y-Zellen, im Gegensatz zu Drosophila-S2-Zellen, sowohl die α-
Sekretase als auch die β-Sekretase in der APP-Ektodomänenspaltung aktiv sind, sollten die 
Effekte auf beide APP-Spaltprodukte evaluiert werden. Diese beiden löslichen Formen von 
APP können mit Hilfe des APPsα- und APPsβ-Assay zeitgleich in einem Duplex-Verfahren 
detektiert werden (von Einem et al., 2010). Dabei ist diese Nachweismethode sensitiv genug, 
um die Spaltprodukte des endogen vorhandenen APPs detektieren zu können, so dass auf die 
Verwendung eines Reporterkonstrukts verzichtet werden konnte.  
Um sicherzustellen, dass diese Vorgehensweise für die weiteren Untersuchungen der 
Kandidatengene geeignet ist, wurden zunächst die experimentellen Rahmenbedingungen 
anhand von Negativ- und Positivkontrollen überprüft. Unter Kontrollbedingungen wurden 
SH-SY5Y-Zellen transient mit Kontroll-siRNAs transfiziert. Für Experimente mit Dharmacon 
siRNA-Pools diente dabei ein siRNA-Pool gegen humanes SNX33 als Kontrolle, da dessen 
„Knockdown” keinen Einfluss auf die Ektodomänenspaltung von APP in HEK293-Zellen hat 
(Schobel et al., 2008). Für Experimente mit Qiagen siRNA-Pools wurde eine Kontroll-
siRNA, die unter dem Namen „AllStars Negative Control siRNA“ (ASNC) erhältlich ist und 
sich gegen kein bekanntes humanes Transkript richtet, verwendet. Neben diesen 
Negativkontrollen wurden auch Zellen, die mit „Wasser“ anstelle eines siRNA-Pools 
transfiziert wurden, untersucht. Diese „Wasser“-Kontrolle wurde einbezogen, um potentielle, 
unspezifische Effekte der verwendeten Kontroll-siRNAs festzustellen. Als Positivkontrollen 
wurden siRNA-Pools von Dharmacon und Qiagen gegen humanes APP, ADAM10 und 
BACE1 untersucht. Diese Positivkontrollen sind essentiell, um zum einen die „Knockdown”-
Effizienzen eines Experiments abschätzen und zum anderen die Spezifität der Signale des 
APPsα- und APPsβ-Assays für die APP-Spaltprodukte zu verifizieren.  
Die Ergebnisse der Etablierung eines geeigneten Verfahrens zur Überprüfung der 30 humanen 
Kandidatengene sind in untenstehender Abbildung 20 dargestellt. Abbildung 20A und 20B 
zeigen jeweils die Negativ- und Positivkontrollen der RNAi-Studien mit Dharmacon bzw. 
Qiagen siRNA-Reagenzien. Nach transienter Transfektion der siRNA-Reagenzien (5 - 10 
nM) in SH-SY5Y-Zellen wurden deren Effekte auf die Ektodomänenspaltung von APP durch 
Normalisierung auf die jeweilige Negativkontrolle bestimmt. Zunächst ist hier festzuhalten, 
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dass die gewählten Negativkontrollen SNX33 bzw. ASNC sehr ähnlich zur „Wasser“-
Kontrolle waren und somit unspezifische RNAi-Effekte der Kontrollen ausgeschlossen 
werden konnten. Daher konnten diese Kontrollen als Negativkontrollen für weitere 
Untersuchungen verwendet werden. Auch die hier gezeigten Positivkontrollen konnten in 
weiteren Studien verwendet werden, da für alle die erwarteten Effekte vermerkt werden 
konnten. So zeigt der „Knockdown” von APP durch die entsprechenden siRNA-Pools beider 
Firmen eine starke Abnahme der Signale für APPsα und APPsβ. Dies belegt zum einen, dass 
ein potenter „Knockdown” mit beiden siRNA-Pools erreicht und zum anderen die Spezifität 
der Signale des APPsα- und APPsβ-Assays verifiziert werden konnten. Diese Befunde 
werden durch die anderen beiden Positivkontrollen bestätigt: Der „Knockdown” von 
ADAM10 zeigte die erwartete Abnahme in der Produktion von APPsα, wobei im Fall des 
Dharmacon siRNA-Pools auch eine leichte Zunahme der APPsβ-Menge beobachtet wurde. 
Der „Knockdown” von BACE  reduzierte die Produktion von APPsβ um ein vielfaches, 
wobei hier im Fall des Qiagen siRNA-Pools auch eine leichte Zunahme der APPsα-Menge 
festgestellt wurde. Die geringen Unterschiede zwischen den siRNA-Pools beider Firmen sind 
vermutlich auf unterschiedliche sequenzabhängige „off target“-Effekte zurückzuführen 
(Jackson et al., 2003). 
Die Identifizierung geeigneter Negativkontrollen und die erwartungsgemäßen Effekte der 
Positivkontrollen auf die Ektodomänenspaltung von APP bestätigen, dass die gewählte 
Strategie zur weiteren Untersuchung der potentiellen humanen Kandidatengene verwendet 
werden konnte. Diese umfasst die transiente Transfektion von siRNA-Reagenzien zum 
„Knockdown” der Kandidatengene in wildtyp-SH-SY5Y-Zellen und den Nachweis der 
endogen vorhandenen APP-Spaltprodukte mit dem sensitiven und spezifischen APPsα- und 
APPsβ-Assay.  
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Abbildung 20: Darstellung der Negativ- und Positivkontrollen der RNAi-Experimente mit 
Dharmacon und Qiagen siRNA-Reagenzien.  
A) SH-SY5Y-Zellen wurden transient mit den angegebenen Dharmacon siRNA-Pools (5 nM) 
transfiziert. Anschließend wurden im konditionierten Medium die Spaltprodukte APPsα und APPsβ 
detektiert und auf Kontrollbedingungen normalisiert. B) SH-SY5Y-Zellen wurden transient mit den 
angegebenen Qiagen siRNA-Reagenzien (10 nM) transfiziert. Die Auswertung erfolgte wie in A) 
beschrieben. Angegeben sind jeweils die Mittelwerte und Standardabweichungen von zwei 
unabhängigen Experimenten. 
3.2.5 Untersuchung der humanen orthologen Gene mit Dharmacon siRNA-Pools 
Nach der erfolgreichen Identifizierung der 30 humanen Orthologen wurden diese 
Kandidatengene in RNAi-Experimenten mit Dharmacon siRNA-Pools weiter untersucht. 
Dabei wurde mit den etablierten experimentellen Bedingungen in humanen Neuroblastom 
SH-SY5Y-Zellen gearbeitet. 
Die Ektodomänenspaltung von APP wird in den humanen SH-SY5Y-Zellen, im Gegensatz zu 
den Drosophila-S2-Zellen, sowohl durch α-Sekretase als auch durch die β-Sekretase 
vermittelt. Deshalb sollen in den nachfolgenden RNAi-Studien der 30 Kandidatengene in SH-
SY5Y-Zellen die Effekte auf die Sekretion der APP-Spaltprodukte APPsα und APPsβ 
untersucht werden. Nach „Knockdown” der 30 potentiellen Kandidatengene wurden die 
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Effekte der Depletierung auf die APP-Ektodomänenspaltung durch Normalisierung auf 
Kontrollbedingungen festgestellt. Als interessante, weiter zu untersuchende Kandidaten 
wurden Gene gewertet, deren „Knockdown” die Ektodomänenspaltung von APP durch die α- 
oder die β-Sekretase auf weniger als 60 % reduzierte oder zu einer Zunahme von mehr als 
140 % im Vergleich zu Kontrollbedingungen führte. Die erhaltenen Effekte konnten darauf 
folgend in Gruppen zusammengefasst werden (siehe Abbildung 21). Die Gruppe I ist mit 12 
Mitgliedern die größte Gruppe und umfasst Gene, deren „Knockdown” eine Abnahme der 
Produktion von sowohl APPsα als auch APPsβ zur Folge hatte. Eine Zunahme der Produktion 
von sowohl APPsα als auch APPsβ konnte nur für den „Knockdown” eines Kandidaten 
beobachtet werden. Der „Knockdown” von 7 bzw. 4 weiteren Kandidatengenen führte jeweils 
zu einer Abnahme von nur einer der Spezies APPsα oder APPsβ (Gruppe III und Gruppe IV). 
Zwei Gene zeigten bei „Knockdown” eine deutliche Zunahme von entweder APPsα oder 
APPsβ (Gruppe V und Gruppe VI). Die Depletierung der verbleibenden 4 Kandidatengene 
führte zu keiner Änderung der Ektodomänenspaltung von APP (Gruppe VII).  
Mit diesen Untersuchungen in SH-SY5Y-Zellen konnte demzufolge erfolgreich gezeigt 
werden, dass ausgehend von den intitial identifizierten Drosophila Kandidatengenen auch 26 
vielversprechende humane Kandidaten für die Modulation der Ektodomänenspaltung von 
APP identifiziert werden konnten.  
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Abbildung 21: Kategorisierung der 30 humanen Kandidaten nach deren „Knockdown”-
Effekten auf die Ektodomänenspaltung von APP.  
SH-SY5Y-Zellen wurden transient mit den Dharmacon siRNA-Pools gegen die 30 potentiellen 
Kandidatengene (5 nM) transfiziert. Anschließend wurden im konditionierten Medium die 
Spaltprodukte APPsα und APPsβ detektiert und auf Kontrollbedingungen normalisiert. Die 
Kategorisierung nach den Effekten auf die Ektodomänenspaltung von APP führte zu folgenden 
Gruppierungen, die an Hand repräsentativer Vertreter in oben stehendem Diagramm veranschaulicht 
wurden: Gruppe I bzw. II beinhaltet Kandidaten, deren „Knockdown” sowohl APPsα als auch APPsβ 
verminderte (≤ 6  %) bzw. erhöhte (≥  4  %). Gruppe III bzw. IV umfasst Kandidatengene, die bei 
„Knockdown” entweder nur APPsα oder nur APPsβ reduzierten. Gruppe V bzw. VI schließt 
potentielle Kandidaten ein, deren „Knockdown” entweder nur APPsα oder nur APPsβ erhöhten. 
Gruppe VII beinhaltet Gene, deren „Knockdown” zu keiner Änderung in der Ektodomänenspaltung 
von APP führte. Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von zwei unabhängigen 
Experimenten repräsentativer Vertreter der unterschiedlichen Gruppen. 
3.2.6 Untersuchung der humanen orthologen Gene mit Qiagen siRNA-Pools 
Um sicherzustellen, dass die beobachteten Effekte der 26 verbleibenden Kandidatengene 
durch deren „Knockdown” und nicht durch unspezifische „off target“-Effekte auf Transkripte 
anderer Gene bedingt sind, ist es im RNAi-Feld üblich, die erhaltenen Effekte mit weiteren, 
unterschiedlichen siRNA-Sequenzen zu verifizieren (Echeverri et al., 2006; Sigoillot & King, 
2011). Dabei wird üblicherweise zunächst ein siRNA-Pool einer anderen Firma verwendet. 
Dadurch, dass die Firmen ihre siRNA-Sequenzen mit unterschiedlichen Algorithmen 
generieren, ist in der Regel gewährleistet, dass unterschiedliche Regionen in den 
Zieltranskripten getroffen werden. Somit kann die erfolgreiche Reproduktion bereits 
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erhaltener Effekte dazu genutzt werden, mögliche „off target“-Effekte auszuschließen. Die 
Unterschiede in den siRNA-Sequenzen der Dharmacon und der Qiagen Pools wurden für alle 
verbleibenden 26 Kandidatengene überprüft.  
Die RNAi-Studien der 26 verbleibenden potentiellen humanen Kandidaten mit den Qiagen 
siRNA-Pools wurden nach etabliertem Vorgehen durchgeführt. Auch hier wurden die Effekte 
des „Knockdowns“ der Kandidatengene auf die APP-Ektodomänenspaltung durch 
Normalisierung auf Kontrollbedingungen festgestellt. Die erzielten Effekte bei „Knockdown” 
eines Gens mit dem Qiagen siRNA-Pool wurden mit denen des Dharmacon siRNA-Pools 
verglichen, um so „off target“-Effekte auszuschließen. Der Idealfall, bei dem die siRNA-
Pools beider Firmen zu gleichen Effekten in der Ektodomänenspaltung von APP führen, 
konnte für vier Kandidatengene beobachtet werden (Gruppe I). Hierbei fällt dennoch auf, dass 
die Effekte, die durch den Dharmacon siRNA-Pool erzielt werden konnten, deutlich stärker 
waren. Dies könnte durch vermehrte „off target“-Effekte des Dharmacon Pools, die den 
Phänotyp verstärken könnten, zu erklären sein. Bei acht weiteren Kandidatengenen konnte 
durch den Qiagen siRNA-Pool nur der Effekt des Dharmacon Pools auf die Produktion von 
APPsβ, nicht aber auf APPsα reproduziert werden (Gruppe II). In diesem Fall konnten für 
beide Pools ähnlich starke Abnahmen von APPsβ beobachtet werden, während die Abnahme 
von APPsα nur bei Verwendung des Dharmacon Pools eintrat. Somit wurde angenommen, 
dass die anfangs beobachteten Änderungen in der Produktion von APPsα auf „off target“-
Effekte der Dharmacon siRNA-Pools zurückzuführen sind. Für die verbleibenden vierzehn 
Kandidaten konnte mit den Qiagen siRNA-Pools kein dem Dharmacon Pool vergleichbarer 
Effekt auf die Ektodomänenspaltung von APP erzielt werden (Gruppe III). Auch in diesem 
Fall musste davon ausgegangen werden, dass die Effekte der Dharmacon siRNA-Pools durch 
„off target“-Effekte zustande gekommen sind. Da die Kandidaten der ersten beiden Gruppen 
(I und II) wahrscheinlich auf Effekten der Depletierung dieser Gene und vermutlich nicht 
oder nicht ausschließlich auf „off target“-Effekten basieren, wurden Gene dieser beiden 
Gruppen weiter untersucht. Untenstehende Abbildung 22 zeigt jeweils repräsentativ einen 
Vertreter der genannten Gruppen. Dargestellt sind die Effekte der „Knockdowns“ der 
Kandidatengene auf die Ektodomänenspaltung von APP nach Normalisierung auf 
entsprechend Kontroll-transfizierte Zellen.  
Diese vergleichenden Analysen zweier siRNA-Pools ermöglichten somit das erfolgreiche 
Ausschließen von „off target“-Effekten und die weitere Eingrenzung von Kandidatengenen, 
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deren „Knockdown” die Ektodomänenspaltung von APP moduliert. 
 
Abbildung 22: Gruppierung der 26 humanen Kandidaten nach der Reproduzierbarkeit der 
Effekte auf die APP-Ektodomänenspaltung mit Dharmacon und Qiagen siRNA-Pools. 
Darstellung der Effekte der 26 verbleibenden Kandidatengene nach RNAi-Studien mit Dharmacon 
siRNA-Pools (5 nM) und Qiagen siRNA-Pools (10 nM) in SH-SY5Y-Zellen. Durch Normalisierung 
der APP-Spaltprodukte auf Kontroll-transfizierte Zellen konnten die Effekte auf die 
Ektodomänenspaltung von APP bestimmt werden. Dargestellt sind die Mittelwerte und 
Standardabweichungen von zwei unabhängigen Experimenten repräsentativer Vertreter der 
unterschiedlichen Gruppen. Die Gruppen lassen sich wie folgt beschreiben: Gruppe I schließt 4 
Kandidaten ein, deren „Knockdown” mit den siRNA-Pools beider Firmen ähnliche Effekte erzielt. 
Gruppe II umfasst 8 Kandidaten, deren „Knockdown” mit den siRNA-Pools beider Firmen ähnliche 
Effekte auf die Produktion von APPsβ hat. Gruppe III beinhaltet  4 Gene, deren „Knockdown” nur 
mit den siRNA-Pools von Dharmacon Effekte auf die Ektodomänenspaltung von APP zeigt.  
3.2.7 Untersuchung der humanen orthologen Gene mit einzelnen siRNA-Sequenzen 
Bis jetzt konnten für zwölf Kandidatengene Effekte auf die APPsα- und/oder APPsβ-
Produktion mit zwei unabhängigen siRNA-Pools gezeigt werden. Die bisher dargestellten 
Untersuchungen der Kandidatengene in humanen Zellen gleichen dabei einem „Screening“, in 
dem nur die Kandidatengene, die zu Veränderungen in der Ektodomänenspaltung von APP 
führen, selektiert werden. Zur weiteren Verifizierung der Spezifität der erzielten Effekte und 
zum weiteren Ausschließen von „off target“-Effekten sollte daher nun die Korrelation des 
erhaltenen Phänotyps mit der Effizienz des „Knockdowns“ überprüft werden (Sigoillot & 
0
0,2
0,4
0,6
0,8
1
1,2
1,4
Kon H2O Gruppe I Gruppe II Gruppe III
A
P
Ps
α
+A
P
Ps
β
 (
V
er
h
äl
tn
is
 z
u
 K
o
n
)
Dharmacon APPsα Dharmacon APPsβ Qiagen APPsα Qiagen APPsβ
3. Ergebnisse 63 
King, 2011). Hierzu wurden RNAi-Studien mit den einzelnen siRNA-Sequenzen der siRNA-
Pools durchgeführt, um anschließend deren Effekte auf die APP-Ektodomänenspaltung und 
deren „Knockdown”-Effizienz untersuchen zu können.  
Nach Durchführung der RNAi-Experimente mit den unterschiedlichen siRNA-Sequenzen 
wurden zunächst die Effekte auf die APP-Ektodomänenspaltung mit Hilfe des APPsα- und 
APPsβ-Assays festgestellt. Im Anschluss daran wurden die „Knockdown”-Effizienzen mit der 
„SYBR Green“-basierten quantitativen „Real Time“-PCR bestimmt. In beiden Fällen wurden 
die erhaltenen Werte auf Kontrollbedingungen normalisiert. Anschließend wurde zum einen 
untersucht, ob die erzielten Effekte auf die APP-Ektodomänenspaltung durch den siRNA-
Pool von den einzelnen siRNA-Sequenzen reproduziert werden konnten. Zum anderen wurde 
überprüft, ob die beobachteten Effekte auf die APP-Ektodomänenspaltung mit den jeweiligen 
„Knockdown”-Effizienzen der unterschiedlichen siRNA-Reagenzien korreliert sind.  
Für sieben der untersuchten Kandidatengene wurde dabei festgestellt, dass die Effekte des 
siRNA-Pools von zwei unterschiedlichen, unabhängigen einzelnen siRNA-Sequenzen 
hervorgerufen wurden. So wurde beispielsweise bei „Knockdown“ des Gens ATP6AP2 durch 
den siRNA-Pool eine Reduktion der Produktion von APPsα und APPsβ beobachtet, die nicht 
durch eine seiner einzelnen siRNA-Sequenzen reproduziert werden konnte: Der 
„Knockdown“ durch die einzelne siRNA-Sequenz 1 bedingte die Abnahme von APPsβ und 
zeitgleich eine Zunahme von APPsα, während die einzelne siRNA-Sequenz 2 die beobachtete 
Abnahme von APPsα herbeiführte. Da die anderen beiden einzelnen siRNA-Sequenzen 3 und 
4 keinen Einfluss auf die Ektodomänenspaltung von APP hatten, muss angenommen werden, 
dass die Effekte des siRNA-Pools aus der Summe der „off target“-Effekte der beiden 
einzelnen siRNA-Sequenzen 1 und 2 resultierten. Bei den fünf verbleibenden 
Kandidatengenen zeigten der siRNA-Pool und mindestens eine einzelne siRNA-Sequenz den 
gleichen Phänotyp in der APP-Ektodomänenspaltung. In diesem Fall ist es denkbar, dass nur 
eine der untersuchten einzelnen siRNA-Sequenzen zu einem ausreichend starken 
„Knockdown” führt, während die anderen einzelnen siRNA-Sequenzen ohne „Knockdown” 
keinen Effekt auf die Ektodomänenspaltung von APP zeigen. Um dies zu überprüfen, wurden 
die „Knockdown”-Effizienzen der siRNA-Reagenzien gegen die verbleibenden fünf Gene 
bestimmt. In der vergleichenden Analyse der siRNA-Pools und seiner einzelnen siRNA-
Sequenzen konnte für die verbleibenden fünf Kandidatengene festgestellt werden, dass für 
den siRNA-Pool und mindestens für eine, meist aber zwei oder drei einzelne siRNA-
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Sequenzen der „Knockdown“ mit den Effekten auf die APP-Ektodomänenspaltung korreliert 
war. Die Ergebnisse der „Knockdown”-Phänotyp-Korrelationsstudien werden im nächsten 
Absatz bespielhaft für das VPS24-Gen, das für ein Protein des intrazellulären 
Proteintransports codiert, geschildert. Die verbleibenden vier Kandidatengene codieren für 
das ribosomale Protein RPL36AL bzw. das Histon-Protein HIST1H4C. Neben dem ZMAT5-
Protein, das Bestandteil des minoren Spleißosoms ist, wurde ein weiteres Protein mit 
unbekannter Funktion (METTL16) identifiziert. Die vier letztgenannten Kandidatengene 
wurden in vorliegender Arbeit nicht weiter untersucht.  
Die Ergebnisse der „Knockdown”-Phänotyp-Korrelationsstudien sollen beispielhaft an Hand 
des Kandidatengens VPS 4 („vacuolar protein sorting-associated protein  4“) dargestellt 
werden (siehe Abbildung 23): Der siRNA-Pool gegen VPS24 zeigte im Vergleich zu 
Kontrollbedingungen eine deutliche Abnahme der Menge von VPS24 auf 19 % Rest-
Transkript und führte somit zu einem potenten „Knockdown” von VPS24. Mit diesem 
„Knockdown” korrelierten eine deutliche Abnahme von APPsβ und eine geringe Reduktion 
von APPsα. Diese Effekte des siRNA-Pools wurden von den einzelnen siRNA-Sequenzen 2 
und 3 (Q 2 und Q 3) reproduziert. Auch hier wurde bei vergleichbarer „Knockdown”-
Effizienz (ca. 20 % Rest-Transkript) eine deutliche Reduktion in der Produktion von APPsβ 
und eine leichte Abnahme der APPsα-Mengen beobachtet. Die leichten Unterschiede in der 
Stärke der Reduktion von APPsβ durch den siRNA-Pool bzw. die Einzel-siRNAs waren 
darauf zurückzuführen, dass der Pool die Summe aller Effekte der Einzel-siRNAs und somit 
auch „off target“-Effekte widerspiegelt (siehe unten: siRNA Q 4). Auch die siRNA-Sequenz 1 
(Q 1) zeigte eine dem Pool und den siRNAs Q 1 und Q 2 vergleichbare „Knockdown”-
Effizienz, jedoch keine deutlichen Veränderungen der APP-Ektodomänenspaltung. Eine 
mögliche Erklärung hierfür wäre, dass diese siRNA-Sequenz „off target“-Effekte produzierte, 
die den erwarteten Phänotyp überlagern und somit maskieren. Die siRNA-Sequenz 4 (Q 4) 
zeigte im Vergleich zu den anderen siRNA-Reagenzien keinen potenten „Knockdown” und 
die festgestellten Veränderungen von APPsα und APPsβ waren somit auf „off target“-Effekte 
zurückzuführen.  
Demzufolge konnte für VPS24 und in vergleichbarer Weise auch für die restlichen vier 
Kandidatengene eine Korrelation von „Knockdown” und Phänotyp gezeigt werden. Somit ist 
es wahrscheinlich, dass die beobachteten Effekte auf die APP-Ektodomänenspaltung durch 
die Depletierung der Kandidatengene und nicht durch unspezifische „off target“-Effekte der 
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verwendeten siRNA-Sequenzen auf die Transkripte anderer Gene bedingt sind.  
 
Abbildung 23: Darstellung der „Knockdown”-Phänotyp-Korrelation unterschiedlicher siRNA-
Reagenzien am Beispiel von VPS24. 
Ergebnisse der RNAi-Studien mit dem siRNA-Pool von Qiagen (Q Pool) und seiner einzelnen siRNA-
Sequenzen (Q 1 – Q 4) in SH-SY5Y-Zellen (10 nM). Durch Normalisierung der APP-Spaltprodukte 
und der VPS24-Transkript-Mengen auf Kontrollbedingungen (Kon) konnte die Korrelation der 
Effekte auf die APP-Ektodomänenspaltung und der „Knockdown”-Effizienz überprüft werden. 
Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von zwei unabhängigen Experimenten.  
3.2.8 Untersuchung der ESCRT-Maschinerie in RNAi-Studien zur Validierung von 
VPS24 als Modulator der APP-Ektodomänenspaltung 
Für die weitere Validierung von potentiellen Kandidatengenen ist es sinnvoll, homologe Gene 
oder Gene des gleichen Stoffwechselweges zu untersuchen. Sind die Effekte eines 
Kandidatengens spezifisch für dessen „Knockdown”, so sollte auch die Depletierung 
funktionsverwandter oder homologer Gene in ähnlichen Effekten auf die APP-
Ektodomänenspaltung resultieren und somit „off target“-Effekte ausschließen.  
Für die weitere Analyse des Stoffwechselweges wurde von den verbleibenden fünf 
Kandidatengenen das VPS24-Gen ausgewählt. Das VPS24-Gen codiert ein Produkt, das für 
die Sortierung und den Transport von Transmembranproteinen von Endosomen in Lysosomen 
benötigt wird. Dabei agiert das VPS24-Protein in einem großen Komplex, der sogenannten 
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ESCRT-Maschinerie (ESCRT = „endosomal sorting complex required for transport“). Diese 
Maschinerie wird in vier unterschiedliche Subkomplexe aufgeteilt, die in der Reihenfolge 
ihrer Aktivität 0, I, II und III benannt sind. VPS24 wird der Subklasse III zugeteilt (Raiborg & 
Stenmark, 2009). Wie in Abbildung 23 gezeigt, moduliert VPS24 in humanen Zellen die 
Ektodomänenspaltung von APP durch die β-Sekretase. Daher ist es nicht verwunderlich, dass 
im initialen Drosophila RNAi-„Screening“ keine weiteren Untereinheiten der evolutionär 
konservierten ESCRT-Maschinerie identifiziert werden konnten, da hier ausschließlich nach 
Modulatoren der Ektodomänenspaltung von APP durch die α-Sekretase gesucht werden 
konnte, denn in Drosophila-Zellen ist nur eine α-Sekretase-Aktivität, aber keine endogene β-
Sekretase-Aktivität vorhanden (Fossgreen et al., 1998; L. Q. Luo et al., 1990; Sapir et al., 
2005; Takasugi et al., 2003). 
Der Verifizierungsstrategie der Stoffwechselweg-Analyse zufolge sollten neben VPS24 auch 
die anderen ESCRT-Komponenten mit RNAi-Studien in humanen SH-SY5Y-Zellen 
adressiert werden. Dafür wurden die 13 Komponenten, die der ESCRT-Maschinerie 
zugerechnet werden (Raiborg & Stenmark, 2009), in Betracht gezogen. Da für einige dieser 
Komponenten homologe Gene vorhanden sind, wurden die Effekte des „Knockdowns“ auf 
die APP-Ektodomänenspaltung von insgesamt 20 Genen untersucht. Für das experimentelle 
Vorgehen wurden die siRNA-Pools der Firma Qiagen gewählt und unter bereits etablierten 
Bedingungen in SH-SY5Y-Zellen getestet. Zur Auswertung der „Knockdown”-Studien des 
ESCRT-Stoffwechselweges wurden erneut die Effekte auf die APP-Ektodomänenspaltung 
durch Normalisierung auf Kontrollbedingungen bestimmt. Darauf folgend wurden die 
erzielten Effekte des „Knockdowns“ eines bestimmten ESCRT-Gens mit den Effekten des 
VPS24-„Knockdown“ verglichen. Untenstehende Abbildung 24 zeigt jeweils die Effekte der 
untersuchten Vertreter der einzelnen ESCRT-Untereinheiten (0 bis III) im Vergleich zu den 
Effekten des VPS24-„Knockdowns“. Interessanterweise konnte hier für die meisten 
Komponenten der vier Untereinheiten der ESCRT-Maschinerie eine Abnahme der APPsβ-
Produktion auf durchschnittlich 70 bis 80 % im Vergleich zu Kontrollbedingungen beobachtet 
werden. Die „Knockdowns“ anderer Vertreter der ESCRT-Untereinheiten zeigten somit dem 
VPS24-„Knockdown“ ähnliche Reduktionen in der Produktion von APPsβ. Für Ausnahmen, 
die keine deutliche Abnahme bzw. eine leichte Zunahme von APPsβ zeigten, wie VPS37D 
und VPS36 bzw. VPS20, könnten folgende Szenarien zutreffen: Zum einen könnten die 
verwendeten siRNA-Pools „off target“-Effekte haben, welche den erwarteten Phänotyp ins 
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umgekehrte wenden und somit maskieren könnten. Diese Überlegung ist besonders in 
Betracht zu ziehen, da bereits gezeigt werden konnte, dass die verwendeten siRNA-Pools „off 
target“-Effekte-produzierende siRNA-Sequenzen enthalten können (siehe Abbildung 23, Q 
4). Zum anderen ist es möglich, dass die untersuchten Gene nicht in SH-SY5Y-Zellen 
exprimiert sind, so dass bei „Knockdown” keine nennenswerten Effekte beobachtet werden 
können. Dies ist besonders gut vorstellbar für Gene, die mehrfach codiert sind, wie 
beispielsweise VPS37. In diesem Fall zeigt die Depletierung von VPS37A, VPS37B und 
VPS37C eine Verminderung der Produktion von APPsβ, während der „Knockdown” von 
VPS37D keine Änderung der APPsβ Menge bedingte. Der „Knockdown” der verschiedenen 
ESCRT-Untereinheiten führte zu keiner einheitlichen Änderung der Produktion von APPsα. 
So konnte für die Depletierung einiger Gene eine Zu- bzw. Abnahme oder keine Änderung 
der APPsα-Menge beobachtet werden. Aus diesen Beobachtungen lässt sich also keine 
Aussage über die Rolle der ESCRT-Maschinerie in der Produktion von APPsα formulieren. 
Mit der Strategie der Stoffwechselweg-Analyse konnte demzufolge erfolgreich gezeigt 
werden, dass neben dem „Knockdown” von VPS24 auch der „Knockdown” anderer ESCRT-
Komponenten zu Veränderungen der Ektodomänenspaltung von APP führte. Da einheitlich 
die Abnahme der Produktion von APPsβ zu beobachten war, ist davon auszugehen, dass 
dieser Effekt spezifisch mit der Depletierung von Untereinheiten der ESCRT-Maschinerie 
korreliert und nicht auf unspezifische „off target“-Effekte zurückzuführen ist.  
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Abbildung 24: Darstellung der RNAi-Studien der vier Untereinheiten der ESCRT-Maschinerie 
(ESCRT-0 bis ESCRT-III).  
Ergebnisse der „Knockdown”-Studien mit siRNA-Pools von Qiagen in SH-SY5Y-Zellen (10 nM). 
Durch Normalisierung der APP-Spaltprodukte auf Kontrollbedingungen (Kon) konnten die Effekte 
auf die APP-Ektodomänenspaltung überprüft werden. Dargestellt sind die Mittelwerte und 
Standardabweichungen von zwei unabhängigen Experimenten.  
3.2.9 Weitere Validierung von VPS24 als Modulator der APP-Ektodomänenspaltung 
durch stabilen „Knockdown” mittels shRNAs 
Die bisherigen Daten sprechen dafür, dass VPS24 als Modulator der Ektodomänenspaltung 
von APP agiert. Eine weitere Möglichkeit, diese Annahme zu bekräftigen, ist die 
Verwendung eines alternativen RNAi-Systems. Dazu werden statt der synthetischen siRNAs 
nun Plasmid-codierte shRNAs verwendet, die über virale Transduktion in die Zielzellen 
eingeschleust werden. Es wurde gezeigt, dass shRNAs weniger Sequenz-abhängige „off 
target“-Effekte produzieren als siRNAs (Klinghoffer et al., 2010). Als Begründung hierfür 
wird diskutiert, dass die Transkription und die Prozessierung der shRNAs den endogen 
vorhandenen Kontroll-Mechanismen der zellulären RNAi-Maschinerie unterliegen und somit 
„physiologischere“ Bedingungen erzielt werden als bei transienter Transfektion von 
synthetischen siRNAs (Rao et al., 2009). Ein zusätzlicher Vorteil der Verwendung von 
shRNAs besteht darin, weitere Zielregionen des Transkripts zu treffen und somit die 
Multiplizität der siRNA-Sequenzen bzw. shRNA-Sequenzen zu erweitern.  
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Zur Untersuchung der Effekte des stabilen „Knockdowns“ von VPS24 auf die APP-
Ektodomänenspaltung wurden SH-SY5Y-Zellen mit lentiviralen Partikeln, die die Expression 
von Kontroll-shRNAs oder shRNAs gegen VPS24 ermöglichen, transduziert. Mehrere Tage 
(mindestens 6 Tage) nach Beginn des VPS24-„Knockdowns“ durch Transduktion wurden die 
„Knockdown”-Effizienzen und die Effekte auf zelluläres APP sowie die Sekretion 
unterschiedlicher APP-Spezies durch Normalisierung auf Kontrollbedingungen bestimmt. 
Wie aus Abbildung 25A hervorgeht, führten die shRNAs Hs550 und Hs894 zu einer 
deutlichen Abnahme des VPS24-Proteins im Vergleich zu Kontroll-shRNA-transduzierten 
Zellen. Die „Knockdown”-Effizienzen der beiden shRNAs konnten durch Quantifizierung der 
erhaltenen Signale auf 22 bzw. 30 % Rest-Protein im Vergleich zu Kontrollbedingungen 
festgelegt werden. Interessanterweise führten beide shRNAs gegen VPS24 neben dem 
„Knockdown” auch zu einer leichten, 20 %-igen Zunahme des zellulären APP (siehe 
Abbildung 24A und 24B). Im Gegensatz hierzu führt der „Knockdown“ von VPS24 durch die 
beiden, unabhängigen shRNA-Sequenzen zu einer Abnahme des sekretierten APPsβ auf 7  
bzw. 77 % und des sekretierten Aβ auf 65 bzw. 7  % im Vergleich zu Kontrollbedingungen. 
Die Produktion von APPsα scheint nicht mit dem „Knockdown” von VPS24 zu korrelieren, 
da für beide, ähnlich potente shRNAs unterschiedliche Effekte auf die Produktion von APPsα 
beobachtet wurden: die shRNA Hs55  zeigt eine deutliche Reduktion von APPsα auf 65 % 
im Vergleich zu Kontrollbedingungen, wohingegen die shRNA Hs894 zu keiner Änderung 
der APPsα-Produktion (96 % im Vergleich zu Kontrollbedingungen) führt (siehe Abbildung 
25B).  
Diese Beobachtungen, dass der „Knockdown” von VPS24 mit shRNAs zu einer einheitlichen 
Abnahme von APPsβ und Aβ, nicht aber zwingend zu einer Änderung der APPsα-Produktion 
führt, stimmen mit den Befunden der siRNA-vermittelten „Knockdowns“ überein (siehe 
Abbildung 23). Es ist demnach denkbar, dass die Reduktion von APPsα durch die shRNA 
Hs55  ein „off target“-Effekt ist, da dieser nicht durch die ebenfalls potente shRNA Hs894 
und die potenten siRNAs Q 2 und Q 3 gezeigt wird (siehe Abbildung 23 und 25). 
Somit konnten die Ergebnisse aus den siRNA- und shRNA-Studien zu folgenden Annahmen 
zusammengefasst werden: Die Depletierung von VPS24 war mit einer Reduktion der 
Produktion von APPsβ und Aß und einer Zunahme der Menge von zellulärem APP korreliert. 
Die Produktion von APPsα schien nicht spezifisch durch den „Knockdown” von VPS24 
verändert zu sein. Darüber hinaus ließ sich feststellen, dass die Ergebnisse der VPS24-
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Depletierung mit siRNAs und shRNAs in Übereinstimmung mit den Ergebnissen der 
„Knockdown”-Studien der Komponenten der ESCRT-Maschinerie standen: Auch hier konnte 
die Abnahme der Produktion von APPsβ für die Mehrzahl der ESCRT-Komponenten 
beobachtet werden, während für die Produktion von APPsα keine einheitlichen Änderungen 
festzustellen waren.  
 
Abbildung 25: Darstellung der Effekte des stabilen VPS24-„Knockdowns“ auf die Sekretion von 
APP und zelluläres APP in SH-SY5Y-Zellen. 
A) SH-SY5Y-Zellen wurden stabil mit Viren zur Produktion einer Kontroll-shRNA (Kon) bzw. von 
shRNAs gegen VPS24 (Hs550 und Hs894) transduziert. In den Zelllysaten wurden im Western Blot 
VPS24 und zelluläres APP (22C11) nachgewiesen. Als Proteinladekontrolle wurde Calnexin 
verwendet. In den konditionierten Überständen wurden die gezeigten APP-Spaltprodukte mit Hilfe des 
APPsα- und APPsβ-Assays bzw. des Aβ-Triplex-Assays detektiert (Daten siehe B). B) 
Quantifizierung der zellulären Proteine aus A) und Darstellung der APPsα-, APPsβ- und Aβ 4 -
Mengen im konditionierten Überstand. Gezeigt sind die Mittelwerte und zugehörige Standardfehler 
von 12 unabhängigen Experimenten. *** p < 0,001 nach t Test. n.s. nicht signifikant. 
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4 Diskussion 
Die APP-Ektodomänenspaltung ist ein wesentlicher Schritt in der Generierung von Aβ, da die 
Proteolyse von APP durch die β-Sekretase direkt zur Bildung von Aß beiträgt, wohingegen 
die Ektodomänenspaltung durch die α-Sekretase dessen Produktion verhindert. Die 
molekularen Mechanismen, welche die Ektodomänenspaltung von APP regulieren, sind bis 
heute noch wenig verstanden. Obwohl die Identität oder die exakten Mechanismen der 
zellulären Modulatoren noch nicht vollständig aufgeklärt werden konnten, ist heute jedoch 
bekannt, dass dem intrazellulären Transport von APP eine wichtige Bedeutung in der 
Regulation der Ektodomänenspaltung von APP zukommt. Dabei wird durch den 
intrazellulären Transport das Aufeinandertreffen von APP und seinen Sekretasen bestimmt, so 
dass die Menge des prozessierten APP kontrolliert werden kann (Sannerud & Annaert, 2009). 
Vorliegende Arbeit beschäftigt sich mit der Untersuchung der Funktionen von TMEM59 in 
der APP-Prozessierung und mit der Identifizierung neuer zellulärer Modulatoren der 
Ektodomänenspaltung von APP. Zur Suche von neuartigen Modulatoren wurde ein 
genomweites RNAi-„Screening“ in Drosophila-Zellen durchgeführt. Kandidatengene aus 
diesem Ansatz wurden nachfolgend in menschlichen Zellen überprüft. In der folgenden 
Diskussion sollen die Ergebnisse der vorliegenden Doktorarbeit in Zusammenhang mit den 
Ergebnissen vorangegangener Publikationen gebracht und kritisch analysiert werden. 
4.1 TMEM59 ist ein neuartiger Modulator der Ektodomänenspaltung 
von APP 
4.1.1 TMEM59 inhibiert die Ektodomänenspaltung von APP 
In vorliegender Arbeit konnte gezeigt werden, dass TMEM59 und sein Homologes 
TMEM59L sowohl die Maturierung als auch die Ektodomänenspaltung von APP modulieren. 
So konnte gezeigt werden, dass die Expression von TMEM59 oder seinem Homologen 
TMEM59L zu einer Abnahme der maturen und einer Zunahme der immaturen APP-Bande 
führt. Zusätzlich führte die Expression beider Proteine zu einer Abnahme der 
Ektodomänenspaltung von APP, so dass im Vergleich zu Kontrollbedingungen nur geringe 
Mengen von α-Sekretase-geschnittenem APPsα und β-Sekretase-geschnittenem APPsβ 
detektiert werden konnten. Auch die Produktion von Aβ wurde unter Expression von 
TMEM59 oder seinem Homologen TMEM59L deutlich reduziert (siehe Abbildung 8A und 
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8B). Neben den Effekten auf die Maturierung und die Ektodomänenspaltung von APP konnte 
zusätzlich gezeigt werden, dass TMEM59 in der Lage ist, den Transport von APP aus dem 
Golgi-Apparat zu blockieren und somit APP im ER und im Golgi-Apparat zu arretieren (siehe 
Abbildung 14). Neben der Expression von TMEM59 und seinem Homologen TMEM59L 
wurden auch die Effekte der Depletierung beider Proteine in „Knockdown”-Studien 
untersucht. Hierbei konnte eine moderate Reduktion der APP-Ektodomänenspaltung (APPsα 
und APPsβ) und eine leichte Abnahme der Maturierung des intrazellulären APP unter 
„Knockdown”-Bedingungen beobachtet werden (siehe Abbildung 15). Möglicherweise 
könnte ein stärkerer „Knockdown“, der die mRNA-Mengen von TMEM59 und TMEM59L 
weiter reduziert, diese Effekte verstärken. Die Suche nach potenteren RNAi-Reagenzien 
könnte Gegenstand weiterer Untersuchungen sein. 
Zusammengefasst konnte folglich festgestellt werden, dass sowohl die Expression als auch 
der „Knockdown” von TMEM59 und TMEM59L zu ähnlichen Effekten auf die 
Ektodomänenspaltung und die Maturierung von APP führen. Dieses Phänomen wurde bereits 
für andere Proteine beschrieben. So zeigen auch endozytotische Endophiline (Schobel et al., 
2006; Sugiura et al., 2004; Verstreken et al., 2002), Adaptorproteine wie FE65 (Pietrzik et al., 
2004) und c-Jun Kinase interagierende Proteine (Whitmarsh, 2006) ähnliche Phänotypen bei 
Expression bzw. „Knockdown”. Diese Proteine bilden typischerweise hetero-oligomere 
Komplexe. Somit kann angenommen werden, dass die Depletierung zu einem Verlust von 
vollständig assemblierten und funktionsfähigen Komplexen führt. Des Weiteren ist es 
möglich, dass das Überangebot von Komponenten durch Expression zu einer Akkumulation 
von nicht vollständig gebildeten und funktionslosen Komplexen führen kann. Daher kann 
hypothetisiert werden, das möglicherweise auch TMEM59 und TMEM59L Komplexe mit 
anderen, bislang nicht identifizierten Proteinen eingehen, so dass Expression oder 
„Knockdown” beider Proteine in ähnlichen Effekten auf APP-Ektodomänenspaltung und 
APP-Maturierung resultieren würden. Somit wäre es interessant in weiteren Studien nach 
möglichen Interaktionspartnern von TMEM59 und TMEM59L zu suchen und deren 
Zusammenspiel im Komplex zu analysieren. 
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4.1.2 Mechanismen von TMEM59 in der Ektodomänenspaltung von APP 
4.1.2.1 TMEM59 hat keinen negativen Einfluss auf die Aktivität der APP-Sekretasen 
Es konnte gezeigt werden, dass TMEM59 und TMEM59L eine Abnahme der Maturierung 
von APP bewerkstelligen. Dies zeigte sich in einer Abnahme der maturen Banden und 
folglich einer Zunahme der immaturen Banden von APP. Da die immature Bande von APP 
nicht in ihrem Laufverhalten verändert wurde, konnte davon ausgegangen werden, dass nur 
Golgi-Glykosylierungsreaktionen, nicht aber Kern-Glykosylierungsreaktionen, die bereits im 
ER erfolgen, durch TMEM59 und TMEM59L inhibiert werden (siehe Abbildung 8A und 8B). 
Eine mögliche Schlussfolgerung aus diesen Ergebnissen wäre, dass TMEM59 und 
TMEM59L die Aktivitäten von einem oder mehreren Golgi-Glykosylierungsenzymen 
regulieren. Diese Regulation könnte dabei direkt erfolgen oder indirekt über die Kontrolle der 
richtigen subzellulären Lokalisierung der genannten Enzyme. Für dieses Szenario ist es auch 
interessant zu bemerken, dass TMEM59 in allen Golgi-Subkompartimenten zu finden ist 
(siehe Abbildung 11), und somit möglicherweise in unterschiedlichen Golgi-
Subkompartimenten für unterschiedliche Glykosylierungsreaktionen von Bedeutung sein 
könnte. Weitere Studien könnten diese Möglichkeiten überprüfen und analysieren, ob der 
Wirkmechanismus von TMEM59 direkt oder indirekt mit einem oder mehreren 
Glykosylierungsenzymen korreliert ist.  
Auch die APP-Sekretasen ADAM10 und BACE1 selbst sind komplex-glykosylierte Proteine, 
für welche zudem bekannt ist, dass eine korrekte Glykosylierung Voraussetzung für eine 
vollständige enzymatische Aktivität ist (Chang et al., 2005; Charlwood et al., 2001; 
Escrevente et al., 2008b; Kubota & Nishiwaki, 2006). So wäre es denkbar, dass die reduzierte 
APP-Ektodomänenspaltung durch eine Verminderung der Aktivitäten der α- und der β-
Sekretase bedingt sein könnte. Da jedoch gezeigt werden konnte, dass TMEM59 keinen 
Einfluss auf die Aktivität der Sekretasen gegenüber einem fluorogenen Peptid hat (siehe 
Abbildung 12 und Abbildung 13), konnte diese Möglichkeit als Wirkmechanismus von 
TMEM59 auf die Ektodomänenspaltung von APP ausgeschlossen werden.  
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4.1.2.2 TMEM59 inhibiert den intrazellulären Transport von APP 
Die TMEM59-Expression verhindert den Transport von APP an die Zelloberfläche und 
verursacht den Rückhalt von APP in ER und in Golgi-Apparat (siehe Abbildung 14). Daher 
liegt die Vermutung nahe, dass TMEM59 Anteil an einem zellulären Mechanismus hat, der 
den Transport von APP bei mangelnder APP-Glykosylierung verhindert. Diese 
Erklärungsmöglichkeit ist weitestgehend auszuschließen, da bereits gezeigt werden konnte, 
dass APP auch bei unvollständiger Glykosylierung intrazellulär transportiert und folglich von 
seinen Sekretasen gespalten werden kann (Pahlsson & Spitalnik, 1996). Da also nicht die 
fehlende Glykosylierung von APP allein dessen Transportinhibierung bewirken kann und da 
in vorliegender Arbeit auch gezeigt werden konnte, dass neben APP auch andere Proteine 
(z.B. Nicastrin, siehe Abbildung 10) in ihrer Glykosylierung durch TMEM59 beeinträchtigt 
sind, könnte auch folgendes Szenario zutreffend sein: Es wäre denkbar das ein bis dato 
unbekanntes, ebenfalls glykosyliertes Protein für den Transport von APP vom Golgi-Apparat 
zur Plasmamembran benötigt wird. Wäre die Glykosylierung des unbekannten Proteins auch 
von TMEM59 abhängig, so könnte es seine Funktion im APP-Transport nicht mehr 
übernehmen und so zu einem Rückhalt von APP im Golgi-Apparat führen. Bei dieser 
Annahme würde der Glykosylierungszustand von APP keine Rolle spielen. Diese 
Schlussfolgerung wurde auch in einer früheren Studie gemacht, die die APP-
Ektodomänenspaltung unter verminderter Glykosylierung untersuchte (Pahlsson & Spitalnik, 
1996). Obwohl es sich bei dem angenommen Protein um ein unbekanntes Protein handelt, ist 
es dennoch interessant zu bedenken, dass die Assoziation von APP mit anderen glykosylierten 
Proteinen wie SorLA oder LRP1 im sekretorischen Weg bereits beschrieben werden konnte 
(Andersen et al., 2005; Waldron et al., 2008). Ob diese oder andere Proteine eine Rolle im 
Transport von APP aus dem Golgi-Apparat zur Plasmamembran spielen und dafür ihre 
korrekte Glykosylierung benötigen, könnte Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.  
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit demonstrieren, dass die Modulation von Golgi-
Glykosylierungsreaktionen durch TMEM59 Einfluss auf die Maturierung, den Transport und 
die Ektodomänenspaltung von APP hat. Diese Resultate stimmen mit den Ergebnissen 
bisheriger Publikationen überein. Eine Studie, in der N-Komplex-Glykosylierungsreaktionen 
des Golgi-Apparats durch Swainsonine inhibiert wurden, konnte auch die vermehrte Golgi-
Lokalisierung von APP und die Reduktion der Aβ-Produktion zeigen (McFarlane et al., 
1999). Diese Resultate unterstützen die Ergebnisse vorliegender Arbeit und die aufgestellte 
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Hypothese, dass inhibierte Golgi-Glykosylierungsreaktionen den Transport und zeitgleich die 
Prozessierung von APP beeinträchtigen können. Interessanterweise konnte auch gezeigt 
werden, dass die Verstärkung bestimmter Golgi-Glykosylierungsreaktionen gegensätzliche 
Effekte zeigte. So führte die Expression des Golgi-Glykosylierungsenzyms α-2,6-
Sialyltransferase zu einer vermehrten Ektodomänenspaltung von APP und einer Anreicherung 
von Aβ (McFarlane et al., 1999; Nakagawa et al., 2006). Dieser Effekt beruht aber allein auf 
einer vermehrten Sialylierung von APP und nicht auf der von anderen Proteinen, die in den 
APP-Transport involviert sind (Nakagawa et al., 2006). Bemerkenswerterweise konnten auch 
Änderungen der Aktivitäten von Glykosylierungsenzymen im Gehirn von Alzheimer-
Patienten im Vergleich zu Kontrollpersonen ähnlichen Alters festgestellt werden. Hierbei 
wurde die Verminderung der Aktivitäten von Sialyltransferasen und damit korrelierend eine 
Veränderung der generellen Glykosylierung von Proteinen beschrieben (Breen et al., 1998; 
Maguire & Breen, 1995). Wie bereits geschildert wurde, verstärkt die Sialylierung von APP 
dessen Sekretion. So wäre es im Umkehrschluss denkbar, dass eine verminderte Sialylierung 
von APP durch die Abnahme der Sialyltransferase-Aktivitäten im Gehirn von Alzheimer-
Patienten zu einer Abnahme der Produktion des neuroprotektiven und neurotrophen APPsα 
führen könnte. Dies könnte unter anderem eine Begründung für die Reduktion von APPsα im 
Gehirn von Alzheimer-Patienten, die bereits gezeigt werden konnte, sein (Fellgiebel et al., 
2009). Dennoch bleibt es unklar und könnte Gegenstand weiterer Untersuchungen sein, ob 
verminderte Sialyltransferase-Aktivitäten direkt zum Krankheitsverlauf beitragen oder ob 
diese als Konsequenz des Krankheitsverlaufs der Alzheimer-Erkrankung auftreten.  
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4.2 Erfolg und Limitationen des genomweiten RNAi-„Screenings“ zur 
Identifizierung neuartiger Modulatoren der Ektodomänenspaltung 
von APP 
4.2.1 Identifizierung neuer zellulärer Modulatoren der Ektodomänenspaltung von 
APP 
Vorliegende Arbeit beschreibt die Identifizierung neuer zellulärer Modulatoren der 
Ektodomänenspaltung von APP durch die Kombination eines großangelegten genomweiten 
RNAi-„Screenings“ in Drosophila-Zellen mit der nachfolgenden Untersuchung der erhaltenen 
Kandidatengene in humanen Zellen. Im initialen genomweiten „Screening“ nach Modulatoren 
der Ektodomänenspaltung von APP wurden 43 Kandidatengene identifiziert, deren 
Depletierung in der Drosophila-Reporterzelllinie zu einer Veränderung der 
Ektodomänenspaltung von APP, nicht aber der generellen Sekretion der Zellen führte (siehe 
Abbildung 18). Potentielle Unterschiede in der Transfektionseffizienz wurden durch 
Mitführen eines weiteren Reporters ausgeschlossen. Da in Drosophila nur eine α-Sekretase-
Aktivität (Kuzbanian), aber keine β-Sekretase-Aktivität vorhanden ist (Fossgreen et al., 1998; 
L. Q. Luo et al., 1990; Sapir et al., 2005; Takasugi et al., 2003), kann angenommen werden, 
dass die 43 Kandidatengene nur die α-spezifische Ektodomänenspaltung von APP in 
Drosophila-Zellen modulieren. Unter den stärksten Modulatoren der Ektodomänenspaltung 
von APP tauchte mehrfach die Positivkontrolle Kuzbanian, die α-Sekretase in Drosophila 
(Sapir et al., 2005), auf, was die Strategie des genomweiten RNAi-„Screenings“ validierte 
(siehe Abbildung 18).  
Für 30 der 43 Kandidatengene aus dem Drosophila RNAi-„Screening“ konnten orthologe 
humane Gene gefunden werden (siehe Abbildung 19). Bei der weiteren Untersuchung dieser 
30 Kandidatengene in humanen SH-SY5Y-Zellen wurden die Effekte auf die sekretierten 
APP-Spezies APPsα und APPsβ analysiert, da in humanen Zellen die Ektodomänenspaltung 
von APP sowohl durch die α-Sekretase ADAM   als auch durch die β-Sekretase BACE1 
erfolgt (siehe Abbildung 20). Zur Validierung potentieller Kandidatengene wurden diese mit 
Hilfe von siRNAs in SH-SY5Y-Zellen depletiert. Hierzu wurde zunächst mit zwei 
unabhängigen siRNA-Pools überprüft, ob die erhaltenen Phänotypen mit beiden siRNA-Pools 
erzielt werden konnten (siehe Abbildung 22). Im nächsten Schritt wurde für die verbleibenden 
Gene untersucht, ob die Effekte der siRNA-Pools von den entsprechenden einzelnen siRNA-
Sequenzen reproduziert wurden und ob der erhaltene Phänotyp mit der „Knockdown”-
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Effizienz korreliert war (siehe Abbildung 23). Diese Verifizierungsstrategie führte zu fünf 
verbleibenden Kandidatengenen, deren „Knockdown“ zu einer Modulation der 
Ektodomänenspaltung von APP in humanen Zellen führte. Diese Gene codieren 
unterschiedliche Proteine wie das ribosomale Protein RPL36AL („Ribosomal protein L36a-
like“), das Histon-Protein HIST H4C („Histone cluster  , H4C“) oder das ZMAT5-Protein 
(„Zinc finger, matrin-type 5“) des minoren Spleißosoms. Neben dem VPS 4-Protein 
(„Vacuolar protein sorting-associated protein  4“), das am intrazellulären Proteintransport 
beteiligt ist, wurde das unbekannte Protein METTL 6 („Methyltransferase-like protein  6“) 
identifiziert. Zur weiteren Validierung wurde das VPS24-Protein ausgewählt. Hierzu wurden 
zum einen die Effekte der Depletierung der ESCRT-Maschinerie, zu der auch VPS24 zählt, 
untersucht (siehe Abbildung 24). Zum anderen konnten die Effekte des VPS24-
„Knockdowns“ in einem alternativen RNAi-System bestätigt werden, so das VPS24 als neuer 
Modulator der Ektodomänenspaltung von APP in humanen Zellen verifiziert werden konnte 
(siehe Abbildung 25).  
4.2.2 Genomweite RNAi-„Screenings“ in Drosophila-Zellen zur Untersuchung 
humaner Genfunktionen 
Genomweite RNAi-Studien werden als wichtige, potente Werkzeuge zur Identifizierung von 
neuen Genfunktionen gesehen. Dabei wird häufig das initiale genomweite RNAi-„Screening“ 
in einem Modellorganismus mit geringer genetischer Redundanz (Drosophila, C. elegans) 
durchgeführt, woraufhin Folgestudien in Zelllinien von genetisch komplexen Organismen 
(Maus, Mensch) durchgeführt werden können (Mohr et al., 2010). Die geringe genetische 
Redundanz der Modellorganismen erhöht die Wahrscheinlichkeit, bereits bei Depletierung 
einzelner Gene einen messbaren Phänotyp zu erhalten. In Zellen höherer Organismen müssten 
unter Umständen mehrere homologe Gene depletiert werden, um einen vergleichbaren 
Phänotyp zu erhalten (Boutros & Ahringer, 2008). Ein ausschlaggebendes Kriterium für die 
Verwendung von Drosophila-Zellen in genomweiten RNAi-„Screenings“ ist die einfache 
Anwendung und die hohe Effizienz der RNAi. So kann in Drosophila-Zellen die RNAi durch 
den einfachen Zusatz von langen dsRNAs in das Kulturmedium ohne Verwendung von 
Transfektionsreagenzien ausgelöst werden. Die hohe Effizienz der RNAi in Drosophila-
Zellen ist auf die Prozessierung der dsRNAs durch die endogene zelluläre RNAi-Maschinerie 
zurückzuführen: Die Fragmentierung der langen dsRNA resultiert in einem Pool von vielen 
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verschiedenen siRNAs, die eine nahezu hundertprozentige Depletierung des Zieltranskripts 
bewerkstelligen können (Clemens et al., 2000). In vielen Fällen können die erhaltenen 
Informationen aus initialen genomweiten RNAi-„Screenings“ wertvolle Einblicke in die 
Funktion humaner orthologer Gene geben (Cullen & Arndt, 2005; Mohr et al., 2010). Die 
hohe Konservierung zentraler Stoffwechselwege und krankheitsrelevanter humaner Gene 
zwischen Drosophila und dem Menschen spricht dafür (Bier, 2005; Rubin et al., 2000), dass 
die Informationen aus RNAi-„Screenings“ in Drosophila ein großes Potential für die 
Untersuchung von humanen Genfunktionen bieten (Cullen & Arndt, 2005). Einige Studien 
zur Identifizierung neuer Faktoren der Transkriptionsregulation, der Zellviabilität und der 
Interaktion von Wirtszellen mit Viren konnten zeigen, dass der Transfer von Informationen 
aus dem genomweiten RNAi-„Screening“ in Drosophila-Zellen auf humane Zelllinien 
erfolgreich sein kann (Gwack et al., 2006; Hao et al., 2008; Kwon et al., 2008; Sessions et al., 
2009). Allerdings ist hier anzumerken, dass der Transfer von Informationen zwischen 
Drosophila- und humanen Zellen keineswegs vollständig ist: Eine Studie zur Suche nach 
neuen wirtsspezifischen Faktoren des Dengue-Virus („dengue virus host factors“, DVHFs) 
beschreibt 116 Kandidatengene im genomweiten RNAi-„Screening“ in Drosophila-Zellen. 
Für diese Kandidaten konnten 82 humane orthologe Gene erhalten werden. Von den 82 
potentiellen humanen Kandidatengenen konnten aber nur 42 Gene als humane 
wirtsspezifische Faktoren des Dengue-Virus verifiziert werden konnten. Für die nicht-
verifizierbaren 40 Kandidatengene wird vermutet, dass diese allein Drosophila-spezifische 
DVHFs darstellen und deshalb nicht in menschlichen Zellen verifiziert werden konnten. Die 
Annahme, dass die erstgenannten 42 Kandidaten auch in menschlichen Zellen als DVHFs 
agieren, resultiert aus einem siRNA-basierten Ansatz (Sessions et al., 2009). Dieser Ansatz 
entspricht jedoch nicht den gängigen Vorstellungen der Verifizierung eines Kandidatengens 
(Echeverri et al., 2006): So wurden die erhaltenen Ergebnisse nicht mit weiteren siRNA-
/shRNA-Reagenzien überprüft und auch die erforderliche Korrelation von „Knockdown“ und 
Phänotyp wird nicht kontrolliert (Sessions et al., 2009). Es kann also spekuliert werden, dass 
bei weiterer Validierung der angenommenen 42 Kandidaten die Anzahl verifizierbarer 
Kandidaten weiter sinken würde.  
Auch in vorliegender Arbeit wurden die Limitationen des Transfers von erhaltenen 
Informationen zwischen dem Modellorganismus Drosophila und menschlichen Zellen 
deutlich. So konnten für die 43 Modulatoren der α-Ektodomänenspaltung von APP aus dem 
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RNAi-„Screening“ in Drosophila-Zellen nur 30 humane orthologe Gene gefunden werden 
(siehe Abbildung 19). Von diesen potentiellen humanen Modulatoren der 
Ektodomänenspaltung von APP konnte für 12 Kandidaten mit zwei unterschiedlichen siRNA-
Pools Effekte auf die Produktion von APPsα und APPsβ erhalten werden (siehe Abbildung 
22). Auffallenderweise wurden nur für 3 der potentiellen Kandidatengene Effekte auf die 
Ektodomänenspaltung von APP durch die α-Sekretase beobachtet. Die verbleibenden 9 
Kandidatengene traten als Modulatoren der Ektodomänenspaltung von APP durch die β-
Sekretase in Erscheinung. In Drosophila-Zellen ist keine β-Sekretase-Aktivität vorhanden 
(Fossgreen et al., 1998; L. Q. Luo et al., 1990; Takasugi et al., 2003), weshalb nicht gezielt 
nach Modulatoren der β-Ektodomänenspaltung von APP gesucht werden konnte. Da dennoch 
Modulatoren der α-Ektodomänenspaltung von APP aus dem Drosophila-„Screening“ auch in 
humanen Zellen Effekte auf β-Ektodomänenspaltung von APP zeigten, kann spekuliert 
werden, dass die Regulation der Ektodomänenspaltung von APP in Drosophila-Zellen und 
humanen Zellen auf unterschiedlichen Ebenen erfolgt. Diese Beobachtungen lassen auf 
Limitationen im Transfer der erhaltenen Informationen zwischen Drosophila-Zellen und 
humanen Zellen und Unterschiede in der Regulation der Ektodomänenspaltung von APP 
schließen.  
Weitere Erklärungsmöglichkeiten für die fehlende Verifizierung von humanen 
Kandidatengenen als Modulatoren der α-Ektodomänenspaltung von APP leiten sich aus den 
inhärenten Limitationen genomweiter RNAi-„Screenings“ ab. Solch großangelegte Studien 
führen stets auch zu falsch positiven Ergebnissen, die nicht in nachfolgenden 
Untersuchungsverfahren verifiziert werden können. Inhärente Fehlerquellen sind 
beispielsweise experimentelle Schwankungen und technische Unregelmäßigkeiten (Mohr et 
al., 2010). Um die Rate der falsch positiven Kandidaten zu minimieren, wurden in 
vorliegender Arbeit alle RNAi-Experimente in Drosophila-Zellen in Duplikaten bzw. 
Triplikaten durchgeführt und die erhaltenen Ergebnisse mit der Transfektionseffizienz 
korreliert (siehe Abbildung 16 und 18). Neben diesen Fehlerquellen können auch die 
verwendeten dsRNAs zu Identifizierung falsch positiver Kandidaten führen. Dies tritt ein, 
wenn dsRNAs gegen ein spezifisches Gen zu „off target“-Effekten auf unspezifische Gene 
führen und diese „off target“-Effekte letztendlich den beobachteten Phänotyp begründen 
(Bakal, 2011; Echeverri et al., 2006; Mohr et al., 2010). Lange Zeit ging man davon aus, dass 
die „off target“-Effekte von dsRNAs im Vergleich zu anderen RNAi-Reagenzien 
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vernachlässigt werden können. Man nahm an, dass nach Prozessierung der dsRNAs die 
„guten, spezifischen“ siRNAs überwiegen und die „schlechten, unspezifischen“ siRNAs nur 
einen geringen Anteil haben. Die Annahme, dass die spezifischen „on target“-Effekte die 
unspezifischen „off target“-Effekte soweit in den Hintergrund drängen, dass sie in 
großangelegten „Screenings“ nicht beachtet werden müssen, ist mittlerweile widerlegt 
worden: Es konnte gezeigt werden, dass dsRNAs mit Homologien von ≥  9 Nukleotiden zu 
einem effizienten „Knockdown” von unbeabsichtigten, zufällig homologen Transkripten 
führen können und dass dies zur Identifizierung von falsch positiven Kandidatengenen in 
RNAi-„Screenings“ führt (Kulkarni et al., 2006). Somit wäre es erstrebenswert, die Spezifität 
der RNAi-Reagenzien zu erhöhen und unerwünschte „off target“-Effekte zu minimieren. 
Allerdings konnten bisher noch keine festen Regeln für das erfolgreiche Design von 
spezifischen und zeitgleich effektiven RNAi-Reagenzien erstellt werden (Bakal, 2011; Mohr 
et al., 2010).  
In vorliegender Arbeit konnte das Auftreten von falsch positiven Kandidatengenen im 
genomweiten RNAi-„Screening“ in Drosophila-Zellen durch „off target“-Effekte der 
verwendeten dsRNAs nicht vollkommen ausgeschlossen werden, obwohl die verwendete 
dsRNA-Bibliothek gegen das Drosophila-Genom speziell die Minimierung von „off target“-
Effekten berücksichtigte. Dazu wurden beim Design der dsRNAs ungünstige Zielregionen, 
wie Bereiche mit Homologien zu anderen Transkripten, Regionen geringer Komplexität und 
unspezifische Abschnitte, vermieden. Dennoch können auch diese Maßnahmen das Risiko 
von „off target“-Effekten nicht vollständig ausschließen (Horn et al., 2010). Der Erhalt von 
falsch positiven Kandidaten im initialen Drosophila RNAi-„Screening“ der vorliegenden 
Arbeit durch „off target“-Effekte der dsRNAs stellt eine weitere Erklärungsmöglichkeit dafür 
dar, dass die Verifizierung der Drosophila-Kandidatengene in humanen Zellen nur 
eingeschränkt erfolgreich war.  
4.2.3 Strategie zur Validierung von potentiellen Kandidatengenen in humanen Zellen 
Zur Identifizierung neuer Genfunktionen werden häufig genomweite RNAi-„Screenings“ in 
Drosophila-Zellen durchgeführt. Zur Validierung von erhaltenen Kandidatengenen werden 
orthologe humane Gene in menschlichen Zellen mit RNAi-basierten Methoden depletiert 
(Mohr et al., 2010). Dabei kann die Depletierung von Genen in humanen Zellen nicht, wie in 
Drosophila-Zellen, mit langen dsRNAs durchgeführt werden, da dsRNAs in humanen Zellen 
4. Diskussion 81 
die Interferon-Antwort aktivieren, die letztendlich zum Zelltod führt. Um die RNAi in 
humanen Zellen auszulösen, muss deshalb mit siRNAs von 21 - 23 Nukleotiden gearbeitet 
werden, die die Auslösung der Interferon-Antwort umgehen (Elbashir et al., 2001). Dabei ist 
zu berücksichtigen, dass siRNAs im Allgemeinen eine geringere „Knockdown”-Effizienz und 
mehr „off target“-Effekte haben als dsRNAs (Boutros & Ahringer, 2008). Obwohl bereits 
Fortschritte im Design von siRNAs erzielt werden konnten, ist es noch nicht möglich die 
Effizienz und Spezifität von siRNAs zuverlässig vorherzusagen (Holen, 2006; Jia et al., 2006; 
Koberle et al., 2006; Li & Cha, 2007). 
Die geringere „Knockdown”-Effizienz und die höhere „off target“-Effektrate der siRNAs im 
Vergleich zu den dsRNAs bringen Einschränkungen für die Untersuchung von Drosophila-
Kandidatengenen in humanen Zellen mit sich. Unterschiede in der Effizienz von dsRNAs in 
Drosophila-Zellen und siRNAs in humanen Zellen können zu falsch negativen Ergebnissen in 
der Validierung von Kandidatengenen in menschlichen Zellen führen. So kann es sein, dass 
der erhaltene Phänotyp in Drosophila-Zellen nur durch die nahezu vollständige Depletierung 
des Kandidatengens zustande kommt (Clemens et al., 2000). Ist die Effizienz der verfügbaren 
siRNAs nicht hoch genug, um eine vergleichbar starke Depletierung des humanen orthologen 
Gens zu erreichen, so würde das Gen als falsch negativer Kandidat kategorisiert werden 
(Sessions et al., 2009). Das Auftreten von unspezifischen Nebeneffekten in RNAi-
Experimenten in humanen Zellen muss besonderes bei der Validierung von potentiellen 
Kandidatengenen berücksichtigt werden, da diese Effekte zu falsch positiven Ergebnissen 
führen können. Alle unspezifischen Nebeneffekte in RNAi-Experimenten werden als „off 
target“-Effekte bezeichnet, wobei man sequenz-unabhängige und sequenz-abhängige „off 
target“-Effekte kennt (Sigoillot & King, 2011). Sequenz-unabhängige „off target“-Effekte 
treten auf, wenn siRNAs die Funktion der zellulären RNAi-Maschinerie stören (Khan et al., 
2009) oder Stressantworten der Zelle auslösen (Persengiev et al., 2004; Semizarov et al., 
2003). Als sequenz-abhängige „off target“-Effekte werden die Effekte einer siRNA auf die 
Transkripte von Genen, die different vom eigentlich zu untersuchenden Gen sind, 
zusammengefasst (Jackson et al., 2003; Scacheri et al., 2004). Mittlerweile ist bekannt, dass 
siRNAs wie miRNAs wirken können und somit auch bei unvollständiger Basenpaarung mit 
nicht-homologen Transkripten den Abbruch der Translation bewirken oder den Abbau 
initiieren können (vergleiche Abbildung 6). Weil dieses Phänomen nur auf kurzen homologen 
Bereichen zwischen siRNA und unspezifischen Transkripten beruht, kann eine siRNA 
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theoretisch die Expression hunderter unterschiedlicher Gene reduzieren (Burchard et al., 
2009; Carthew & Sontheimer, 2009; Doench et al., 2003; Hammond, 2005). Im Falle von 
siRNA-Studien zur Verifizierung von Kandidatengenen können diese „off target“-Effekte zu 
falsch positiven Ergebnissen führen, wenn nicht der spezifische „Knockdown” des Zielgens, 
sondern die unspezifische Depletierung eines unbekannten Gens Ursache für den erhaltenen 
Phänotyp ist (Echeverri et al., 2006; Mohr et al., 2010). Um bei der Validierung von 
potentiellen Kandidatengenen in humanen Zellen das Risiko von falsch negativen oder falsch 
positiven Ergebnissen zu minimieren, wurde in vorliegender Arbeit der Validierungsansatz 
der Multiplizität der RNAi-Reagenzien gewählt. Dieser Ansatz wird als entscheidendes 
Kriterium zur Überprüfung von Kandidatengenen in humanen Zellen gesehen und schlägt vor, 
zur Verifizierung eines Kandidatengens zu zeigen, dass mehrere unabhängige siRNA-
Sequenzen, die das Zieltranskript in unterschiedlichen Regionen treffen, im gleichen 
Phänotyp resultieren (Echeverri et al., 2006; Mohr et al., 2010; Sigoillot & King, 2011). 
Deshalb wurde zunächst überprüft, ob die Effekte potentieller Kandidatengene auf die 
Ektodomänenspaltung mit zwei unterschiedlichen siRNA-Pools erhalten werden konnten 
(siehe Abbildung 22). Nur wenn mit beiden siRNA-Pools ähnliche Effekte erzielt werden 
konnten, wurden die Kandidatengene weiteruntersucht. Dazu wurden die Effekte der 
einzelnen siRNA-Sequenzen mit denen des siRNA-Pools verglichen. Nur wenn mindestens 
eine einzelne siRNA-Sequenz die Effekte des siRNA-Pools reproduzieren konnte, wurde 
untersucht, ob die erzielten Effekte mit dem „Knockdown” der einzelnen siRNA-Sequenzen 
korreliert waren (siehe Abbildung 23). Mit Hilfe dieser Validierungsstrategie konnten 5 
Kandidatengene als Modulatoren der Ektodomänenspaltung von APP in humanen Zellen 
verifiziert werden. Neben Genen, die für ein Histon-Protein (HIST1H4C), ein ribosomales 
Protein (RPL36AL) und ein Protein des minoren Spleißosoms (ZMAT5) codieren, wurden 
ein unbekanntes Gen (METTL16) und ein Gen (VPS24), das für ein Protein des 
intrazellulären Proteintransports codiert, identifiziert.  
Zur weiteren Validierung wurde das VPS24-Gen ausgewählt. In vorliegender Arbeit konnte 
gezeigt werden, dass die Depletierung dieses Gens mit einer Reduktion der Sekretion von 
APPsβ korrelierte, während die Produktion von APPsα nicht verändert wurde. Der Strategie 
der „Stoffwechselweg-Analyse“ zufolge sollten nun Gene, die im gleichen Stoffwechselweg 
wie VPS24 aktiv sind, depletiert werden. Da VPS24 ein Mitglied der ESCRT-Maschinerie ist, 
wurden die Gene depletiert, die für die restlichen Komponenten dieses multimeren 
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Proteinkomplexes codieren. Interessanterweise konnte bei „Knockdown” der meisten 
ESCRT-Komponenten einheitlich eine Reduktion von APPsβ auf durchschnittlich 7  - 80 % 
im Vergleich zu Kontrollbedingungen beobachtet werden. Die Effekte auf APPsα zeigten eine 
größere Bandbreite und es konnte einheitlicher Phänotyp erzielt werden (siehe Abbildung 24). 
Nur 3 von 19 untersuchten Genen zeigten bei „Knockdown” keine deutliche Reduktion von 
APPsβ (VPS37D, VPS36 und VPS  ; siehe Abbildung 24). Mögliche Begründungen für 
nicht erhaltene Effekte dieser Gene könnten zum einen sein, dass die verwendeten siRNA-
Pools „off target“-Effekte haben, welche den erwarteten Phänotyp ins Umgekehrte wenden 
und somit maskieren könnten, und zum anderen, dass die untersuchten Gene nicht in SH-
SY5Y-Zellen exprimiert sind, so dass bei „Knockdown” keine Effekte erhalten werden 
können. Dies ist besonders gut vorstellbar für VPS37, da dieses Protein mehrfach codiert ist 
(VPS37A-D): Während die Depletierung von VPS37A, VPS37B und VPS37C zu einer 
Verminderung von APPsβ führte, zeigte der „Knockdown” von VPS37C keine Änderung der 
APPsβ-Menge. Mit dieser Art der „Stoffwechselweg-Analyse“ konnte demzufolge gezeigt 
werden, dass nicht nur die Depletierung von VPS24, sondern auch von zahlreichen anderen 
Komponenten der ESCRT-Maschinerie zu einer Reduktion von APPsβ führte. Somit konnte 
nicht nur für VPS24, sondern auch für die gesamte ESCRT-Maschinerie eine Rolle in der 
Regulation der Ektodomänenspaltung von APP nachgewiesen werden.  
Um die bisherigen Ergebnisse zu VPS24 als Modulator der Ektodomänenspaltung weiter zu 
bekräftigen, wurde VPS24 in humanen Zellen mit Hilfe von shRNAs depletiert (siehe 
Abbildung 25). Die zelluläre Expression und Prozessierung dieser Plasmid-codierten shRNAs 
erfolgt dabei nach viraler Transduktion, so dass der „Knockdown“ länger als mit siRNAs, die 
nur transient eingesetzt werden können, durchgeführt werden kann und deshalb auch als 
„stabiler Knockdown“ bezeichnet wird. Die weitere Validierung mit shRNAs bietet dabei 
zwei grundlegende Vorteile: Zum einen kann hierbei der Ansatz der Multiplizität der RNAi-
Reagenzien vertieft werden, da die verwendeten shRNA Sequenzen das Zieltranskript in 
anderen Regionen treffen als die verwendeten siRNAs. Und zum anderen wird angenommen, 
dass shRNAs weniger „off target“-Effekte mit sich bringen, da die Transkription und die 
Prozessierung der shRNAs den endogen vorhandenen Kontroll-Mechanismen der zellulären 
RNAi-Maschinerie unterliegen und somit „physiologischere“ Bedingungen erzielt werden als 
bei transienter Transfektion von synthetischen siRNAs (Klinghoffer et al., 2010; Rao et al., 
2009). Mit zwei unabhängigen shRNA-Sequenzen konnte hier gezeigt werden, dass die 
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Abnahme von APPsβ und darüber hinaus auch von Aβ konsistent mit den Daten aus den 
siRNA-basierten Experimenten war. Interessanterweise konnte bei Depletierung von VPS24 
mit beiden unterschiedlichen shRNAs eine Zunahme des zellulären APP beobachtet werden. 
Für die Produktion von APPsα konnte kein einheitlicher Phänotyp für beide shRNAs erhalten 
werden (siehe Abbildung 25). Dies ähnelt den Befunden aus den Depletierungen der ESCRT-
Maschinerie und ist deshalb vermutlich nicht spezifisch mit dem „Knockdown” korreliert und 
auf unspezifische „off target“-Effekte zurückzuführen (siehe Abbildung 24).  
Mit der geschilderten Validierungsstrategie, die die Multiplizität der RNAi-Reagenzien, die 
Korrelation von „Knockdown” und Phänotyp, die „Stoffwechselweg-Analyse“ und die 
Verwendung eines alternativen RNAi-Systems einschließt, konnten VPS24 und auch der 
Stoffwechselweg der ESCRT-Maschinerie als neue Modulatoren der Ektodomänenspaltung 
von APP durch die β-Sekretase identifiziert werden.  
Weitere Möglichkeiten, um die Rolle von VPS24 und der ESCRT-Maschinerie in der 
Regulation der Ektodomänenspaltung von APP durch die β-Sekretase zu untersuchen, wären 
zum einen Studien in „Knockout“-Tiermodellen und zum anderen sogenannte „Rescue“-
Experimente. Weitere Untersuchungen der Ektodomänenspaltung von APP in Zellen oder 
Geweben von Tiermodellen, in denen VPS24 oder andere Komponenten der ESCRT-
Maschinerie deletiert wurden, sind nicht ohne Weiteres möglich, da nur vereinzelt 
„Knockout“-Tiermodelle vorhanden sind und diese erhebliche Defekte aufweisen, die zu 
einer Letalität in frühen Embryonalstadien führt (Kobayashi et al., 2005; Komada & Soriano, 
1999). Bei „Rescue“-Experimenten werden Zellen, in denen das Gen von Interesse mittels 
RNAi depletiert wurde, mit einer RNAi-resistenten cDNA des Gens transfiziert. Folglich 
können Zellen, in denen das Gen von Interesse depletiert wurde, wieder das gefragte Protein 
bilden. Wird bei Expression der RNAi-resistenten cDNA der RNAi-bedingte Phänotyp 
aufgehoben und kann der Phänotyp von Kontroll-Zellen wiederhergestellt werden, so spricht 
man von einem erfolgreichen „Rescue“-Experiment. Dieses experimentelle Vorgehen wird 
derzeit als Goldstandard zur Validierung von RNAi-basierten Ergebnissen gesehen (Echeverri 
et al., 2006). „Rescue“-Experimente sind methodisch aufwendig und können auf Grund 
technischer Limitationen oft nicht die endgültige Verifizierung von RNAi-validierten 
Kandidatengenen erbringen (Echeverri et al., 2006; Sigoillot & King, 2011; Zhou et al., 
2008). Eine der experimentellen Herausforderungen ist, mit der Überexpression der RNAi-
resistenten cDNA die zelluläre Funktion des Zielproteins wiederherzustellen. Die 
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Hauptschwierigkeit dabei ist, die Proteinmengen zu erhalten, die dem endogenen, 
physiologischen Expressionslevel entsprechen und damit den Verlust des funktionellen, 
zellulären Proteins ausgleichen können (Sigoillot & King, 2011). Für Proteine der ESCRT-
Maschinerie sind „Rescue“-Experimente schwierig, da bekannt ist, dass die Überexpression 
von ESCRT-Komponenten zur Aggregation der ESCRT-Proteine in der Zelle führt (Bache et 
al., 2006; Wollert et al., 2009). Durch das Auftreten dieser Aggregationsartefakte bei 
Expression von ESCRT-Komponenten werden erfolgreiche „Rescue“-Experimente zur 
Wiederherstellung der zellulären Funktion der ESCRT-Maschinerie experimentell sehr 
anspruchsvoll. 
4.3 Die ESCRT-Maschinerie moduliert die Ektodomänenspaltung von 
APP 
4.3.1 Aufbau und zelluläre Funktionen der ESCRT-Maschinerie 
Das RNAi-basierte „Screening“ zur Suche von Modulatoren der Ektodomänenspaltung von 
APP führte zur Identifizierung von VPS 4 („vacuolar protein sorting-associated protein  4“), 
welches Bestandteil der ESCRT-Maschinerie ist (ESCRT = „endosomal sorting complex 
required for transport“). Der multimere Komplex agiert in der Sortierung und im Transport 
von Transmembranproteinen im endosomal-lysosomalen Weg und übernimmt dabei distinkte, 
aber korrelierte Funktionen (Katzmann et al., 2001; Raiborg & Stenmark, 2009): a) 
Erkennung und Bindung von ubiquitinylierten Kargo-Proteinen in den Membranen früher 
Endosomen b) Deformation der endosomalen Membranen und Sortierung der Kargo-Proteine 
in die entstehenden Einstülpungen und c) Abschnürung der entstehenden Einstülpungen zu 
intralumenalen Vesikeln (ILVs) (Raiborg & Stenmark, 2009). Die Anzahl der gebildeten 
ILVs wird als Charakterisierungsmerkmal verwendet: Frühe Endosomen enthalten bis zu 8 
ILVs und späte Endosomen 9 oder mehr ILVs (Saftig & Klumperman, 2009). Späte 
Endosomen werden synonym als „Multivesicular Bodies“ (MVBs) oder „Multivesicular 
Endosomes“ (MVEs) bezeichnet (Gruenberg & Stenmark, 2004; Raposo & Marks, 2007). Bei 
Fusion der MVBs mit Lysosomen werden die ILVs in das lysosomale Lumen freigesetzt und 
vollständig abgebaut, wobei Lipasen die Lipidanteile und lysosomale Proteasen die Kargo-
Proteine abbauen (Gruenberg & Stenmark, 2004; Raiborg & Stenmark, 2009).  
Die ESCRT-Maschinerie besteht aus den vier Untereinheiten ESCRT-0 bis ESCRT-III, deren 
Rekrutierungsabfolge und Funktionen in der MVB-Entstehung bereits gut verstanden sind 
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(Hurley & Hanson, 2010; Raiborg & Stenmark, 2009): Ubiquitinylierte Kargo-Proteine und 
endosomale Lipide (Phosphatidylinnositol-3-Phosphate) vermitteln die Rekrutierung von Hrs 
an die Membran früher Endosomen (Bache et al., 2003a; Katzmann et al., 2001). Hrs 
rekrutiert STAM, so dass die Bildung der ESCRT-0-Untereinheit vervollständigt wird (Bache 
et al., 2003b). Neben STAM bindet Hrs auch Tsg101 und initiiert damit die Assemblierung 
des ESCRT-I-Subkomplexes (Lu et al., 2003). Zu ESCRT-I gehören neben Tsg101 auch 
MVB12, VPS37 und VPS28, die von Tsg101 rekrutiert werden (Katzmann et al., 2001). 
VPS28 übernimmt die Bindung von VPS36, welches die ESCRT-II-Komponenten VPS25 
und VPS22 an die endosomale Membran holt (Babst et al., 2002b). VPS25 leitet die 
Nukleation des ESCRT-III-Subkomplexes ein: An rekrutiertes VPS20 wird eine Vielzahl von 
VPS32-Proteinen angelagert, so dass filamentöse Oligomere entstehen. Die Ausdehnung der 
VPS32-Oligomere wird durch Bindung von VPS24 gestoppt (Babst et al., 2002a). Die 
Assemblierung der Oligomere dient der Deformation und der Einstülpung von endosomalen 
Membranen (Teis et al., 2008). Nach heutigem Kenntnisstand geht man davon aus, dass der 
Transport der Kargo-Proteine in die entstehenden ILVs durch „Weiterreichen“ der Kargo-
Proteine zwischen den Ubiquitin-bindenden ESCRT-Untereinheiten bewerkstelligt wird 
(Raiborg & Stenmark, 2009). An das „Kappen“-Protein VPS24 bindet VPS2, welches die 
ATPase VPS4 und weitere ESCRT-assoziierte, deubiquitinylierende Enzyme rekrutiert (Babst 
et al., 2002a). Die Aktivität der ATPase leitet die Auflösung des ESCRT-III-Subkomplexes 
ein und trägt somit zur Abschnürung der intralumenalen Vesikel bei, die in das Lumen der 
MVBs freigesetzt werden (Saksena et al., 2009). Eine schematische Darstellung der 
Komponenten der ESCRT-Maschinerie ist in untenstehender Abbildung 26 zu finden.  
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Abbildung 26: Schematische Darstellung der ESCRT-Maschinerie und ihrer Funktionen im 
Transport von ubiquitinylierten Transmembranproteinen.  
Die Subkomplexe ESCRT-0 bis ESCRT-III agieren sequentiell in der Erkennung, Sortierung und dem 
Transport von Kargo-Proteinen in intralumenale Vesikel (ILVs) der „Multivesicular Bodies“ (MVB).  
Bisherige Studien zur Aufklärung der zellulären Funktionen der ESCRT-Maschinerie 
basierten häufig auf der Depletierung einzelner Komponenten der ESCRT-Maschinerie. 
Neben den Effekten auf Integrität der ESCRT-Maschinerie und die Morphologie von 
endosomalen Kompartimenten wurden besonders die Effekte auf den endosomal-lysosomalen 
Proteintransport untersucht. Dabei wurde oftmals der sehr gut charakterisierte EGFR 
(„Epidermal-Growth-Factor-Receptor“) als beispielhaftes Substrat verwendet (Bache et al., 
2004b; Eden et al., 2009; Woodman, 2009). Da vorliegende Arbeit auch mit der Depletierung 
von ESCRT-Komponenten arbeitet, sollen hier die wichtigsten Veränderungen durch 
Depletierung von ESCRT-Komponenten im Überblick dargestellt werden: Es ist bekannt, 
dass die Depletierung von zentralen Komponenten, wie Hrs, Tsg101 oder VPS22, die 
Proteinlevel der anderen Subkomplex-Komponenten reduziert. Daraus resultiert die 
Auflösung der entsprechenden Subkomplexe (ESCRT-0, ESCRT-I bzw. ESCRT-II) (Bache et 
al., 2004a; Kobayashi et al., 2005; Malerod et al., 2007). Im Gegensatz hierzu führt der 
„Knockdown” von VPS24 zu keiner Reduktion der Mengen von VPS20 und VPS32 des 
ESCRT-III-Subkomplexes (Babst et al., 2002a). Wird die Integrität der ESCRT-Maschinerie 
durch Depletierung verschiedener Komponenten (0: Hrs, I: Tsg101, II: VPS22 oder III: 
VPS24) gestört, so werden morphologische Veränderungen der endosomalen Kompartimente 
und des endosomal-lysosomalen Proteintransports festgestellt: Im Vergleich zu Kontrollzellen 
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findet man in ESCRT-depletierten Zellen vergrößerte frühe Endosomen, verkleinerte MVBs 
und eine verringerte Anzahl von ILVs (Bache et al., 2006; Doyotte et al., 2005; Kobayashi et 
al., 2005; Komada & Soriano, 1999; Malerod et al., 2007; Raiborg et al., 2008). Der 
Proteintransport in Zellen, in denen genannte ESCRT-Komponenten depletiert wurden, 
unterliegt großen Einschränkungen: So akkumulieren endozytierte Zelloberflächenproteine, 
wie beispielsweise der EGFR, in den vergrößerten frühen Endosomen und werden nicht 
korrekt in ILVs sortiert. Folglich können Kargo-Proteine der ESCRT-Maschinerie nicht über 
den MVB-Weg in Lysosomen transportiert werden und dort nicht abgebaut werden. Dieser 
fehlende lysosomale Abbau führt zu einer Zunahme der zellulären Mengen des untersuchten 
Substrats. Heute ist bekannt, dass die ESCRT-Maschinerie nicht nur für den erfolgreichen 
Transport der Kargo-Proteine in die ILVs der MVBs, sondern auch für die erfolgreiche 
Fusion von MVBs mit Lysosomen benötigt wird (Bache et al., 2006; Bishop et al., 2002; 
Hasdemir et al., 2007; Komada & Soriano, 1999; Malerod et al., 2007; Metcalf & Isaacs, 
2010; Raiborg et al., 2008).  
Im Gegensatz zur essentiellen Funktion der ESCRT-Maschinerie im endosomal-lysosomalen 
Proteintransport scheinen andere zentrale zelluläre Proteintransportwege nicht unmittelbar in 
Abhängigkeit von der ESCRT-Maschinerie zu stehen. So wurde interessanterweise gezeigt, 
dass die Clathrin-abhängige Endozytose von Zelloberflächenproteinen nicht durch die 
Depletierung der genannten ESCRT-Komponenten beeinträchtigt wird (Babst et al., 2000; 
Bache et al., 2006; Doyotte et al., 2005; Langelier et al., 2006; Malerod et al., 2007; Morino 
et al., 2004; Raiborg et al., 2008; Razi & Futter, 2006). Im Gegensatz hierzu ist die Funktion 
der ESCRT-Maschinerie im Recycling von Zelloberflächenproteinen von Endosomen zur 
Plasmamembran umstritten. Einerseits gibt es Publikationen, die bei Depletierung von 
ESCRT-Komponenten Defekte in diesem Transportweg zeigen (Baldys & Raymond, 2009; 
Doyotte et al., 2005; Fujita et al., 2003; Yoshimori et al., 2000). Andere Studien wiesen nach, 
dass die Inhibierung der ESCRT-Maschinerie entweder keine Effekte hat oder sogar zu einer 
Zunahme des Recyclings führt (Babst et al., 2000; Raiborg et al., 2008; Razi & Futter, 2006). 
Aktuelle Forschungsergebnisse weisen darauf hin, dass es verschiedene Recycling-Routen 
gibt, die sich in ihrer Abhängigkeit von der ESCRT-Maschinerie unterscheiden, und deshalb 
bei Inhibierung der ESCRT-Maschinerie unterschiedliche Effekte auftreten können (Dukes et 
al., 2008; Grant & Donaldson, 2009). 
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4.3.2 Potentielle Mechanismen der ESCRT-Maschinerie in der Ektodomänenspaltung 
von APP 
In vorliegender Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass die Depletierung von VPS24 und 
weiteren ESCRT-Komponenten mit siRNAs zu einer Modulation der Ektodomänenspaltung 
von APP führt: So konnte festgestellt werden, dass die Sekretion von APPsβ bei Depletierung 
der ESCRT-Komponenten einheitlich um ca. 20 - 30 % vermindert wurde, während für die 
Produktion von APPsα keine einheitliche Modulation beobachtet werden konnte (siehe 
Abbildung 24). Des Weiteren konnte mit zwei unabhängigen shRNAs gegen VPS24 gezeigt 
werden, dass nicht nur die Sekretion von APPsβ, sondern auch von Aβ um ca. 3  % 
vermindert wurde. Interessanterweise wurde in diesen VPS24-„Knockdown“-Zellen 
zeitgleich eine Zunahme des zellulären APP um ca. 20 % festgestellt (siehe Abbildung 25). 
Auf Grund der bereits publizierten Effekte auf die endosomale Morphologie und den 
zellulären Proteintransport bei Depletierung von ESCRT-Komponenten können potentielle 
Modulationsmechanismen der ESCRT-Maschinerie in der Ektodomänenspaltung von APP 
diskutiert werden. So ist es denkbar, dass Veränderungen im Transport von APP und/oder 
BACE1 ursächlich für die beobachtete Reduktion der Sekretion von APPsβ und Aβ in 
ESCRT-“Knockdown“-Zellen und für die gezeigte Zunahme des zellulären APP in stabilen 
VPS24-“Knockdown“-Zellen sind.  
4.3.2.1 Die ESCRT-Maschinerie könnte die Endozytose von BACE1 modulieren 
APP und seine β-Sekretase BACE1 werden durch Endozytose von der Plasmamembran in die 
Zellen aufgenommen. Dabei unterscheiden sich die Endozytose-Wege der beiden Proteine: 
APP wird über Clathrin-abhängige Endozytose in frühe Endosomen gebracht (Koo & 
Squazzo, 1994; Perez et al., 1999; Vetrivel & Thinakaran, 2006), wohingegen BACE1 über 
eine alternative Route in die frühen Endosomen transportiert wird. Da diese Route mit ARF6 
(„small GTPase ADP ribosylation factor“) assoziiert ist, wird diskutiert, dass die Endozytose 
von BACE1 den Clathrin-Caveolin-unabhängigen Endozytose-Wegen zugeschrieben werden 
kann (Sannerud et al., 2011). Es wurde bereits gezeigt, dass die Clathrin-abhängige 
Endozytose nicht durch die Depletierung von ESCRT-Komponenten der vier Subkomplexe 
beeinträchtigt wird (Raiborg et al., 2008), daher kann hypothetisiert werden, dass auch in den 
„Knockdown”-Studien der ESCRT-Komponenten in vorliegender Arbeit keine 
Veränderungen in der Endozytose von APP vorliegen, die die Modulation der 
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Ektodomänenspaltung begründen könnten. Im Gegensatz dazu liegen keine Studien vor, ob 
alternative Endozytose-Routen, wie die ARF6-regulierte Aufnahme von BACE1 in frühe 
Endosomen, bei Funktionsverlust der ESCRT-Maschinerie verändert werden. Würde 
tatsächlich eine Beeinträchtigung dieser alternativen Routen bei ESCRT-Depletierung 
erfolgen, so wäre es denkbar, dass weniger BACE1 in die frühen Endosomen gelangen und 
somit weniger β-spezifische Spaltung von APP erfolgen kann, so dass damit die beobachtete 
Reduktion der Sekretion von APPsβ und Aβ erklärt werden könnte (siehe Abbildung 23 bis 
25). Eine schematische Darstellung dieses Modells ist in Abbildung 27 zu finden. Diese 
Annahme könnte in weiteren Studien zum intrazellulären Transport von BACE1 bei 
Depletierung von ESCRT-Komponenten überprüft werden. Die beobachtete Zunahme des 
zellulären APP in VPS24-„Knockdown“-Zellen könnte das Resultat des verringerten 
lysosomalen Abbaus von APP sein (siehe Abbildung 25). Diese Hypothese wird von 
Untersuchungen des Transports und des Abbaus des EGFR in VPS24-„Knockdown“-Zellen 
unterstützt: Der unverändert endozytierte EGFR akkumulierte in frühen Endosomen und 
wurde von dort nicht effektiv in Lysosomen transportiert, weshalb auch weniger Abbau des 
EGFR erfolgte und eine Zunahme der zellulären Level des EGFR beobachtet wurde (Bache et 
al., 2006), ähnlich wie für APP in vorliegender Arbeit (siehe Abbildung 25). Daher wäre es 
interessant, in weiteren Studien den Abbau von APP in VPS24-„Knockdown“-Zellen im 
Vergleich zu Kontrollzellen zu untersuchen.  
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Abbildung 27: Die ESCRT-Maschinerie könnte die Ektodomänenspaltung von APP durch 
Modulation der Endozytose der β-Sekretase BACE1 verändern. 
A) Unter Kontrollbedingungen werden APP und BACE1 über Clathrin- bzw. ARF6-abhängige 
Endozytose von der Plasmamembran in das frühe Endosom gebracht. Dort erfolgt die 
Ektodomänenspaltung von APP durch BACE1. B) Bei Depletierung von ESCRT-Komponenten 
könnte nur noch APP über die Clathrin-abhängige Endozytose in das frühe Endosom gelangen, 
während BACE1 an der Zelloberfläche verbleibt, wo keine Ektodomänenspaltung von APP durch 
BACE  stattfindet. Demzufolge würden die Mengen an APPsβ und Aβ reduziert.  
4.3.2.2 Die ESCRT-Maschinerie könnte die Sekretion von APPsβ und Aβ regulieren 
Falls jedoch die Endozytose von APP und seiner β-Sekretase BACE1 unabhängig von der 
Integrität der ESCRT-Maschinerie sind, könnten alternativ auch Veränderungen des 
Recyclings von frühen Endosomen zur Plasmamembran die beobachtete Abnahme der 
Sekretion von APPsβ und Aβ erklären. Wie eingangs geschildert, wird die Funktion der 
ESCRT-Maschinerie im Recycling von Zelloberflächenproteinen kontrovers diskutiert. 
Studien, die bei Depletierung von ESCRT-Komponenten Defekte im Recycling beobachteten, 
gehen von einer zentralen Rolle der ESCRT-Maschinerie im Recycling aus (Baldys & 
Raymond, 2009; Doyotte et al., 2005; Fujita et al., 2003; Yoshimori et al., 2000). Andere 
Studien lehnen diese Funktion der ESCRT-Maschinerie ab, da hier keine Effekte auf das 
Recycling oder sogar eine Zunahme desselben erhalten wurden (Babst et al., 2000; Raiborg et 
al., 2008; Razi & Futter, 2006). Als Erklärungsmöglichkeit wird diskutiert, dass es differente 
Recycling-Routen gibt, die sich in ihrer Abhängigkeit von der ESCRT-Maschinerie 
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unterscheiden, so dass hieraus die gegensätzlichen Effekte bei Depletierung der ESCRT-
Maschinerie auf das Recycling von Zelloberflächenproteinen resultieren würden (Dukes et al., 
2008; Grant & Donaldson, 2009). Allgemein wird die Zunahme von Recycling-Ereignissen 
bei ESCRT-Depletierung durch die fehlende Sortierung der untersuchten Proteine in den 
MVB-Weg, die somit für das Recycling zur Verfügung stehen, begründet (Babst et al., 2000; 
Raiborg et al., 2008; Razi & Futter, 2006). Defekte im Recycling von 
Transmembranproteinen hingegen werden auf einen generellen Verlust der Integrität der 
endosomalen Kompartimente und deren Mikrodomänen-Architektur zurückgeführt (Dukes et 
al., 2008; Woodman, 2009). Es wird diskutiert, dass diese globalen Störungen der 
endosomalen Strukturen in einer generellen Reduktion des Recyclings und der Formation von 
entsprechenden Vesikeln an endosomalen Membranen resultieren und somit ursächlich für die 
beschriebenen Reduktionen des Recyclings von Oberflächenrezeptoren sein könnten (Doyotte 
et al., 2005). Diese profunden Veränderungen der endosomalen Kompartimente und die damit 
verbundene Reduktion in der Bildung von Recycling-Vesikeln könnten auch Ursache für die 
Abnahme der Sekretion von APPsβ und Aβ sein (siehe Abbildung 23 bis 25). Diese beiden 
Spaltprodukte von APP entstehen in endosomalen Kompartimenten und werden durch die 
Aktivität der β- bzw. auch γ-Sekretase in das Lumen der Endosomen freigesetzt. Die 
Sekretion dieser Spaltprodukte in den extrazellulären Raum kann über das Einschließen von 
APPsβ und Aβ in Recycling-Vesikel erfolgen, die bei Verschmelzen mit der Plasmamembran 
ihren Inhalt in den extrazellulären Raum abgeben (Zhi et al., 2011). Die in der Literatur 
beschriebenen Defekte in der Formation von Recycling-Vesikeln durch Inhibierung der 
ESCRT-Maschinerie könnten die in vorliegender Arbeit erhaltenen Resultate wie folgt 
erklären: Der siRNA-vermittelte „Knockdown” von Komponenten der ESCRT-Maschinerie 
würde, wie bereits in anderen Studien gezeigt, zum Verlust der endosomalen Integrität führen. 
Daraus resultierend könnten Zellen, in denen ESCRT-Komponenten depletiert wurden, 
weniger Recycling-Vesikel bilden als Kontrollzellen. Damit wäre die beobachtete Abnahme 
der Sekretion von APPsβ und Aβ in „Knockdown”-Zellen im Vergleich zu Zellen unter 
Kontrollbedingungen zu erklären (siehe Abbildung 23 bis 25). Eine schematische Darstellung 
dieses Modells ist in Abbildung 28 zu finden. Bei Zutreffen dieser Hypothese wäre 
dementsprechend eine Akkumulation von APPsβ und Aβ in ESCRT-„Knockdown“-Zellen im 
Vergleich zu Kontrollzellen im Lumen der endosomalen Kompartimente zu vermuten, die es 
mit geeigneten Methoden nachzuweisen gilt. Auch in diesem Modell könnte die 
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Akkumulation des zellulären APP durch Beeinträchtigung der Fusion von MVBs mit 
Lysosomen und folglich den fehlenden Abbau erklärt werden.  
 
Abbildung 28: Modelle zur Modulation der Sekretion der Spaltprodukte APPsβ und Aβ durch 
Beeinträchtigung des Recyclings von Endosomen zur Plasmamembran. 
A) Unter Kontrollbedingungen werden APPsβ und Aβ über den Transport in Recycling-Vesikeln von 
der Zelle sekretiert. B) Ist bei Depletierung von ESCRT-Komponenten die Bildung der Recycling-
Vesikel eingeschränkt, so könnten dementsprechend weniger APPsβ und Aβ von der Zelle freigesetzt 
werden.  
4.3.2.3 Die ESCRT-Maschinerie könnte indirekt die β-Sekretase-Spaltung von APP 
modulieren 
Neben den geschilderten Szenarien ist es auch denkbar, dass der „Knockdown” von ESCRT-
Komponenten auf indirektem Weg die Ektodomänenspaltung von APP moduliert. Dabei ist es 
wahrscheinlich, dass die Depletierung von ESCRT-Komponenten durch die Defekte im 
endosomal-lysosomalen Abbau-Weg die Akkumulation verschiedenster Proteine in 
Endosomen bewirkt. So könnte ein Protein (oder eine Proteingruppe), das unter 
Kontrollbedingungen in ILVs sortiert und über MVBs in Lysosomen transportiert und dort 
abgebaut wird, unter ESCRT-„Knockdown“-Bedingungen in endosomalen Kompartimenten 
akkumulieren und dort in verschiedenster Weise die Ektodomänenspaltung von APP durch 
die β-Sekretase BACE1 modulieren. Die Modulation der Ektodomänenspaltung durch ein bis 
dato unbekanntes Protein (oder eine Proteingruppe), das bei Depletierung der ESCRT-
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Maschinerie zusammen mit APP und BACE1 in frühen Endosomen akkumuliert, könnte 
dabei in vielfältiger Weise stattfinden: So wäre es denkbar, dass das unbekannte Protein das 
Aufeinandertreffen von APP und BACE1 kontrollieren könnte, indem es beispielweise direkt 
an APP oder BACE  binden und somit den β-Sekretase-Schnitt verhindern könnte. Es könnte 
aber auch sein, dass das unbekannte Protein den Transport von APP oder BACE1 aus dem 
Endosom an die Plasmamembran oder das trans-Golgi-Netzwerk unterstützt und so das 
Aufeinandertreffen von Substrat und Sekretase vermindert. Zusätzlich könnte die 
Prozessierung von APP durch die β-Sekretase auch dadurch vermindert werden, dass das 
unbekannte Protein die enzymatische Aktivität von BACE1 negativ reguliert. Dieses 
unbekannte Protein (oder die Proteingruppe) könnte also ein direkter Bindepartner von APP 
oder BACE1 sein oder aber indirekt auf APP oder BACE1 Einfluss nehmen, falls es sich 
beispielsweise um einen Regulator des endosomalen Recyclings handelt. Da in 
vorgeschlagenem Modell die ESCRT-Depletierung auch die subzelluläre Lokalisierung und 
den endosomal-lysosomalen Transport des unbekannten Proteins (der Proteingruppe) 
verändern würde, ist es denkbar, dass es sich bei postuliertem Protein um ein 
Transmembranprotein handelt, das in Abhängigkeit von der ESCRT-Maschinerie in ILVs der 
MVBs sortiert und für den Abbau in Lysosomen transportiert wird. 
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5 Ausblick 
Die Ektodomänenspaltung von APP ist ein entscheidender Schritt in der Entstehung der 
charakteristischen Aβ-Peptide der Alzheimer-Erkrankung. Dabei verhindert die Spaltung von 
APP durch die α-Sekretase die Entstehung von Aβ, während die Prozessierung von APP 
durch die β-Sekretase die Produktion der toxischen Aβ-Peptide ermöglicht. Auf Grund der 
zentralen Funktion der Ektodomänenspaltung von APP in der Regulation der Aβ-Produktion 
besteht großes Interesse daran, die zellulären Regulationsmechanismen, die die 
Ektodomänenspaltung von APP kontrollieren, besser zu verstehen. Deshalb beschäftigte sich 
vorliegende Arbeit mit der Identifizierung von neuen zellulären Modulatoren und der 
Charakterisierung von zellulären Prozessen, die die Ektodomänenspaltung von APP 
kontrollieren. 
Bei der Untersuchung des bis dato unbekannten Proteins TMEM59 konnte festgestellt 
werden, dass TMEM59 durch Modulation von Golgi-Glykosylierungsreaktionen die 
Maturierung von APP und dessen Prozessierung durch die α-, β- und γ-Sekretase inhibierte. 
Die proteolytischen Aktivitäten der α- und der β-Sekretase wurden nicht durch TMEM59 
beeinträchtigt, wohingegen der intrazelluläre Transport von APP stark von TMEM59 inhibiert 
wurde. Die Arretierung von APP im ER und im Golgi-Apparat blockiert den Transport an die 
Plasmamembran, wo APP durch die α-Sekretase gespalten wird, und folglich auch den 
weiteren Transport in endosomale Kompartimente, wo die β-Sekretase aktiv ist. APP wird 
unabhängig von seiner eigenen Glykosylierung in der Zelle transportiert und von seinen 
Sekretasen prozessiert (Pahlsson & Spitalnik, 1996). Daher muss ein weiteres Protein 
gemeinsam mit TMEM59 für den Rückhalt von APP in ER und Golgi-Apparat verantwortlich 
sein. Es ist wahrscheinlich, dass das unbekannte Protein selbst eine Glykosylierung erfährt 
und dies für seine Aktivität im APP-Transport benötigt, da seine Funktion unter TMEM59-
Expression offensichtlich verloren geht. Das unbekannte Protein scheint also den 
erfolgreichen Transport von APP aus dem ER bzw. Golgi-Apparat zu garantieren, was die 
Vermutung nahe legt, dass das unbekannte Glykoprotein in diesen Kompartimenten 
lokalisiert ist. Damit ergibt sich die Möglichkeit, in zukünftigen Studien gezielt nach 
Proteinen zu suchen, die diese Kriterien erfüllen. So wäre es denkbar, siRNA-Bibliotheken 
gegen ER-Golgi-residente Glykoproteine zu konzipieren und die Effekte der Depletierung 
solcher Proteine auf die Ektodomänenspaltung von APP zu untersuchen. Die Durchführung 
eines solchen „Screenings“ könnte nach entwickelten Methoden und Validierungsstrategien 
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der vorliegenden Arbeit durchgeführt werden.  
Mit Hilfe des genomweiten RNAi-„Screenings“ in Drosophila-Zellen konnten neue 
Modulatoren der Ektodomänenspaltung von APP identifiziert werden. Nach Untersuchung 
der humanen orthologen Gene und Festlegung einer Validierungsstrategie konnte gezeigt 
werden, dass VPS24 und die ESCRT-Maschinerie die Ektodomänenspaltung von APP durch 
die β-Sekretase in humanen Zellen modulieren. Auf Grund der bereits publizierten Studien 
über die Veränderungen zellulärer Prozesse bei ESCRT-Depletierung konnten Modelle 
aufgestellt werden, wie VPS24 bzw. die gesamte ESCRT-Maschinerie die 
Ektodomänenspaltung von APP durch die β-Sekretase modulieren könnten: Es könnte eine 
Beeinträchtigung der BACE1-Endozytose oder der Bildung von Recycling-Vesikeln durch 
die Depletierung von ESCRT-Komponenten auftreten. Beide Modelle könnten die Abnahme 
der Produktion bzw. Sekretion von APPsβ und Aβ erklären. Die beobachtete Zunahme des 
zellulären APP ist höchstwahrscheinlich auf Defekte in der Fusion von Endosomen und 
Lysosomen und somit vermindertem lysosomalen Abbau bei Depletierung von ESCRT-
Komponenten zurückzuführen. In zukünftigen Studien sollten diese Hypothesen überprüft 
werden. Dazu sollten zum einen die subzelluläre Lokalisierung von BACE1 und APP 
überprüft werden: In Mikroskopie-Analysen könnte untersucht werden, ob BACE1 an der 
Zelloberfläche und APP in endosomalen Kompartimenten akkumulieren, nachdem ESCRT-
Komponenten depletiert wurden. Weitere Untersuchungen wie spezielle Assays zur 
Endozytose von BACE1, zur Bildung von Recycling-Vesikeln oder der Akkumulation von 
intrazellulärem APPsβ und Aβ könnten folgen. Auf Grund der Nachteile von siRNAs 
gegenüber shRNAs und zur weiteren Validierung der ESCRT-Maschinerie als Modulatoren 
der Ektodomänenspaltung von APP wäre es erstrebenswert, neben VPS24 auch stabile 
„Knockdown”-Zelllinien von Hrs (ESCRT-0), Tsg101 (ESCRT-I) und VPS22 (ESCRT-II) zu 
generieren und in diesen ähnliche Studien, wie für VPS24-„Knockdown“-Zellen gezeigt und 
geplant, durchzuführen. 
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6 Zusammenfassung 
Die Prozessierung von APP kann in zwei alternativen Wegen erfolgen: Wird die Ektodomäne 
von APP durch die α-Sekretase freigesetzt, entsteht das neuroprotektive APPsα-Fragment. 
Wird dieser Schritt jedoch durch die β-Sekretase vorgenommen, so kann in Folge das 
neurotoxische Aβ-Peptid gebildet werden. Um in Zukunft die Produktion der Aβ-Peptide 
beeinflussen zu können, ist es essentiell zu verstehen, wie entschieden wird, ob APP durch die 
α- oder die β-Sekretase-geschnitten wird. Bisher ist nur sehr wenig über die Kontrolle dieser 
alternativen Prozessierungen bekannt. Die molekularen Mechanismen und vor allem die daran 
beteiligten zellulären Modulatoren sind bis heute nicht im Detail verstanden oder identifiziert 
worden. Um zelluläre regulatorische Prozesse besser zu verstehen und um neue zelluläre 
Modulatoren der Ektodomänenspaltung von APP zu identifizieren, wurden in vorliegender 
Arbeit zwei Ansätze gewählt: Zum einen wurden die zellulären Mechanismen, mit denen das 
Protein TMEM59 die Ektodomänenspaltung von APP inhibieren kann, untersucht. Und zum 
anderen wurde ein genomweites RNAi-„Screening“ in Drosophila-Zellen durchgeführt, um 
auf diesem Weg neue zelluläre Modulatoren der Ektodomänenspaltung von APP in humanen 
Zellen zu identifizieren.  
TMEM59 wurde im Labor in einem cDNA-Expressions-„Screening“ als neuer Modulator der 
Ektodomänenspaltung von APP identifiziert (Neumann et al., 2006; Schobel et al., 2008; 
Schobel et al., 2006). TMEM59 ist ein Golgi-Protein, das zum einen die Prozessierung und 
Maturierung von APP und zum anderen Golgi-Glykosylierungsreaktionen inhibiert (Fischer, 
2008). In vorliegender Arbeit konnten die Effekte von TMEM59 und seinem Homologen 
TMEM59L auf die Prozessierung und Maturierung von APP verifiziert werden. Im Speziellen 
konnte gezeigt werden, dass die Effekte nicht nur für transient exprimiertes APP, sondern 
auch für endogen in der Zelle vorhandenes APP zutreffen. In detaillierten 
Immunofluoreszenz-Analysen konnte gezeigt werden, dass TMEM59 mit unterschiedlichen 
Markern der Golgi-Subkompartimente ko-lokalisiert und somit TMEM59 im gesamten Golgi-
Apparat zu finden ist. Dieses Ergebnis deutet auf eine mehr generelle Modulation von Golgi-
Glykosylierungsreaktionen durch TMEM59 hin. Um zu überprüfen, ob die TMEM59-
anhängige Modulation von Golgi-Glykosylierungsreaktionen auch Auswirkungen auf die 
APP-Sekretasen ADAM10 und BACE1 hat, die selbst auch glykosylierte Proteine sind, 
wurden die Aktivitäten dieser Proteasen untersucht. Dabei konnte festgestellt werden, dass die 
proteolytischen Aktivitäten der beiden Enzyme nicht verändert waren, womit ausgeschlossen 
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werden konnte, dass eine Beeinträchtigung der Sekretase-Aktivitäten durch TMEM59 zur 
beobachteten Beeinträchtigung der Prozessierung von APP führte. Allerdings konnte in 
Studien des intrazellulären Transports in lebenden Zellen belegt werden, dass TMEM59 einen 
Rückhalt von APP im Golgi-Apparat und eine Blockade des Transports an die Zelloberfläche 
und in endosomale Kompartimente verursachte. Da APP an der Plasmamembran durch die α-
Sekretase und in Endosomen durch die β-Sekretase-geschnitten wird, ist es wahrscheinlich, 
dass die TMEM59-vermittelte Blockade im Transport von APP Ursache für die beobachtete 
Inhibierung der Ektodomänenspaltung von APP ist. Zur weiteren Validierung von TMEM59 
und seinem Homologen TMEM59L als Modulatoren der Ektodomänenspaltung von APP 
wurde ein Doppel-„Knockdown“ durchgeführt. Auch hier konnten Effekte auf die 
Ektodomänenspaltung von APP nachgewiesen werden und somit TMEM59 und sein 
Homologes TMEM59L als neue Modulatoren mit neuartigen zellulären Mechanismen der 
Ektodomänenspaltung von APP bestätigt werden.  
Zur Identifizierung neuer zellulärer Modulatoren der Ektodomänenspaltung von APP wurden 
in vorliegender Arbeit ein genomweites RNAi-„Screening“ in Drosophila-Zellen durchgeführt 
und die erhaltenen Kandidatengene in humanen Zellen weiter untersucht. Hierzu wurde 
zunächst eine geeignete Drosophila-Reporterzelllinie etabliert, die ein Reporterkonstrukt für 
die Ektodomänenspaltung von APP (HRP-APP) exprimiert. Für die Überwachung der 
generellen Sekretion (GLuc) und der Transfektionseffizienz (FLuc) wurden zwei weitere 
Reporterkonstrukte verwendet. Anhand der Positivkontrolle Kuzbanian, der α-Sekretase in 
Drosophila (Sapir et al., 2005), wurde sichergestellt, dass die Transfektion der Drosophila-
Zellen mit cDNA nicht die Aufnahme der dsRNAs oder die Effizienz der RNAi stört und dass 
das Reporterkonstrukt HRP-APP normal in den Reporterzellen gebildet und prozessiert wird. 
Nach erfolgreicher Etablierung der Reporterzelllinie wurde in zwei Schritten das genomweite 
RNAi-„Screening“ durchgeführt: Im Primär-„Screening“ wurden ca. 3   Kandidatengene 
erhalten, von denen 43 im Sekundär-„Screening“ als Modulatoren der Ektodomänenspaltung 
von APP verifiziert werden konnten. Das RNAi-„Screening“ wurde durch das mehrfache 
Auftreten der Positivkontrolle Kuzbanian unter den stärksten Modulatoren verifiziert. Zur 
weiteren Untersuchung dieser Kandidaten wurden zunächst humane orthologe Gene gesucht. 
Die erhaltenen 30 humanen Kandidatengene wurden im Folgenden in humanen SH-SY5Y-
Zellen in RNAi-Studien untersucht. In diesen Zellen wird APP sowohl durch die α-Sekretase 
ADAM   als auch durch die β-Sekretase BACE1 gespalten, so dass hierbei die Effekte der 
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Depletierung der Kandidatengene mit siRNAs auf die Spaltprodukte beider Sekretasen 
(APPsα und APPsβ) untersucht wurden. Es ist bekannt, dass diese siRNAs eine sehr hohe 
Rate von „off target“-Effekten haben. Somit war es notwendig, eine geeignete 
Validierungsstrategie zu entwickeln: Hierzu wurden die Kandidatengene zunächst mit zwei 
unabhängigen siRNA-Pools depletiert und die Effekte auf die Ektodomänenspaltung von APP 
verglichen. Die verbleibenden 12 Kandidatengene wurden darauf folgend mit einzelnen 
siRNA-Sequenzen depletiert und deren Effekte mit denen des siRNA-Pools verglichen. Nur 
wenn eine Reproduktion der Effekte beobachtet werden konnte, wurde im nächsten Schritt die 
Korrelation von „Knockdown“ und Phänotyp überprüft. Mit Hilfe dieser bisherigen Schritte 
der Validierungsstrategie konnten 5 Kandidatengene als Modulatoren der 
Ektodomänenspaltung von APP in humanen Zellen verifiziert werden: Neben Genen, die für 
ein Histon-Protein (HIST1H4C), ein ribosomales Protein (RPL36AL) und ein Protein des 
minoren Spleißosoms (ZMAT5) codieren, wurden ein unbekanntes Gen (METTL16) und das 
VPS24-Gen, das für ein Protein des intrazellulären Proteintransports codiert, identifiziert. Zur 
weiteren Validierung über die Stoffwechselweg-Analyse wurde VPS24 ausgewählt, das 
Bestandteil der ESCRT-Maschinerie („endosomal sorting complex required for transport“) 
und somit des endosomal-lysosomalen Proteintransports ist. In weiteren RNAi-Studien 
wurden die anderen Mitglieder dieser ESCRT-Maschinerie in humanen Zellen depletiert und 
deren Effekte mit denen von VPS24 auf die Ektodomänenspaltung von APP verglichen: 
Einheitlich konnte eine Reduktion der Sekretion von APPsβ beobachtet werden. Um diese 
Resultate zu vertiefen, wurde VPS24 mit einem alternativen RNAi-System depletiert. Auch 
mit diesem Ansatz konnten die bisherigen Ergebnisse verifiziert werden. Mit dieser Strategie 
zur Validierung von Kandidatengenen aus dem initialen Drosophila RNAi-„Screening“ 
konnte VPS24 als Modulator der Ektodomänenspaltung von APP in humanen Zellen 
identifiziert werden. 
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7 Summary 
The processing of APP occurs in two alternative ways: upon release of the ectodomain by α-
secretase, the neuroprotective APPsα-fragment is produced. But if APP is cleaved by the β-
secretase the Aβ-peptide can be produced. To be able to influence the production of Aβ-
peptides, it is essential to understand how it is decided if cleavage occurs by α- or β-secretase. 
At present little is known about the control of the alternate processing. Until now, the 
molecular mechanisms and especially the responsible cellular modulators are not understood 
in detail or not yet identified. To get a better understanding of cellular regulatory processes 
and to identify novel cellular modulators of APP ectodomain shedding, the present work 
chose two approaches: on the one hand cellular mechanisms of TMEM59-mediated inhibition 
ectodomain shedding of APP were investigated. On the other hand a genome-wide RNAi 
screening in Drosophila cells was performed in order to identify novel cellular modulators of 
APP ectodomain shedding in human cells.  
TMEM59 was identified as a novel modulator of APP ectodomain shedding in a cDNA 
expression screening in the lab (Neumann et al., 2006; Schobel et al., 2008; Schobel et al., 
2006). TMEM59 is a Golgi protein that inhibits on the one hand processing and maturation of 
APP and on the other hand Golgi glycosylation reactions (Fischer, 2008). My own work 
could verify these effects of TMEM59 and its homolog TMEM59L on processing and 
maturation of APP. In particular, it was shown that these effects are not only true for 
transiently expressed APP but also for endogenous levels of APP. In detailed 
immunofluorescence studies it was shown that TMEM59 colocalizes with different markers 
of the Golgi subcompartments and that therefore TMEM59 is present throughout the whole 
Golgi apparatus. This finding points to a more general modulation of Golgi glycosylation 
reactions by TMEM59. To test if TMEM59-dependet modulation of Golgi glycosylation 
reactions also affects APP secretases ADAM10 and BACE1, which are also glycosylated 
proteins, the activities of these proteases were investigated. It was shown that proteolytic 
activities were not changed, ruling out that impairment of secretase activities by TMEM59 
could cause the observed inhibition of APP processing. But interestingly, studies of 
intracellular APP transport could show that TMEM59 caused retention of APP in the Golgi 
apparatus and blockage of transport towards the cell surface and into endosomal 
compartments. Since APP is cleaved by α-secretase at the plasma membrane and by β-
secretase in endosomes it is likely that a TMEM59-dependent APP transport block causes the 
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observed inhibition of APP ectodomain shedding. For further validation of TMEM59 and its 
homolog TMEM59L as modulators of APP ectodomain shedding, a double knockdown study 
was performed. In this approach effects on APP ectodomain shedding could also be 
established, affirming TMEM59 and its homolog TMEM59L as modulators of APP 
ectodomain shedding with novel cellular mechanisms.  
In order to identify novel cellular modulators of APP ectodomain shedding a genome wide 
RNAi screening in Drosophila cells was performed and candidate genes were investigated in 
human cells in present work. Initially a suitable Drosophila reporter cell line expressing a 
reporter construct of APP ectodomain shedding (HRP-APP) was established. Other constructs 
were used to monitor general secretion (GLuc) and transfection efficiency (FLuc). Using 
Kuzbanian, the α-secretase in Drosophila (Sapir et al., 2005), as a positive control guaranteed 
that transfection of cDNAs into Drosophila cells did not interfere with uptake of dsRNAs or 
efficiency of RNAi and that the reporter construct HRP-APP is normally produced and 
processed in reporter cells. After successful establishment of the reporter cell line the genome 
wide RNAi was performed in two steps: a primary screening revealed approx. 300 candidate 
genes out of which 43 could be confirmed in a secondary screening to be modulators of APP 
ectodomain shedding. The RNAi screening was verified by the several-fold appearance of 
Kuzbanian among the top modulators. For further investigation of the top candidates human 
ortholog genes were identified. The 30 human candidate genes were investigated in RNAi 
studies in human SH-SY5Y cells. In these cells, APP is processed by α-secretase ADAM10 as 
well as by β-secretase BACE1. Therefore effects on both shedding products (APPsα and 
APPsβ) were investigated upon depletion of candidate genes using siRNAs. It is known that 
siRNAs produce a high rate of off target effects, to this end a robust validation strategy was 
developed. Candidate genes were first depleted with two different siRNA pools and their 
effects on APP shedding were compared. Afterwards the remaining 12 candidate genes were 
depleted using single siRNA sequences and the effects were compared to those of the siRNA 
pool. Only when a reproduction of effects was obtained in a next step correlation of 
knockdown and phenotype were assessed. Using these steps of validation 5 candidate genes 
could be verified as modulators of APP shedding in human cells: next to genes coding for a 
histone protein (HIST1H4C), a ribosomal protein (RPL36AL), a protein of the minor 
spliceosom (ZMAT5), an unknown gene (METTL16) and the gene VPS24 („vacuolar protein 
sorting-associated protein 24“), coding for a protein of intracellular protein transport, were 
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identified. VPS24 was chosen for further validation by a pathway analysis. VPS24 belongs to 
the ESCRT machinery („endosomal sorting complex required for transport“) and therefore 
participates in endosomal-lysosomal protein transport. In further RNAi studies other members 
of the ESCRT machinery were depleted in human cells and effects on APP shedding were 
compared to VPS24 depletion. For most of the ESCRT members a consistent reduction in 
APPsβ production could be observed. To engross these results VPS24 was depleted by using 
an alternative RNAi system. With this stable knockdown approach, the knockdown phenotype 
could be confirmed. This stepwise validation strategy for candidate genes of the initial 
Drosophila RNAi screening verified VPS24 as a modulator of APP ectodomain shedding in 
human cells.  
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8 Material und Methoden 
8.1 Material 
8.1.1 Geräte und Verbrauchsmaterialien 
8.1.1.1 Allgemein 
Tabelle 1: Auflistung der allgemein verwendeten Geräte und Verbrauchsmaterialien. 
Material Hersteller 
Analysenwaage (Analytical+ 200 g - 0,0001 g) Ohaus 
Autoklav (Tuttnauer 3850 EL) Systec 
Einwegauslaufpipetten (25 ml, 10 ml, 5 ml) Sarstedt 
Feinwaage (Standard 2000 g - 0,01 g) Ohaus 
Gefrierschrank -20°C (Arktis) AEG 
Gefrierschrank -80°C Heraeus 
Heizblöcke NeoLab 
Kolbenhubpipetten (  ml,     μl,    μl,   μl) Gilson 
Kühlschrank 4°C (Santo) AEG 
Kühlzentrifuge  Eppendorf 
Magnetrührer, heizbare Platte Heidolph 
Mehrkanalpipetten Eppendorf 
Mikrotiterplatten (96-well, transparent) Nunc 
Mikrowelle Sharp 
pH-Elektrode Schott 
pH-Meter (Inolab pH Level 1) WTW 
Pipettenspitzen (  ml,     μl,    μl,   μl) Sarstedt 
Pipettierhilfe (Accu-Jet) Brand 
Scanner Hewlett Packard 
Thermomixer kompakt Eppendorf 
Tischzentrifuge (Biofuge pico) Heraeus 
Vortex VF2 IKA-Labortechnik 
Wärmeschrank 37°C (Function line) Heraeus 
Wasseraufbereitungsanlage Millipore 
8.1.1.2 Molekularbiologische Methoden 
Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Geräte für Molekularbiologische Methoden. 
Material Hersteller 
7500 Fast Real-Time PCR Applied Biosystems 
Agarosegeldokumentation (Quickstore plus II) MS Laborgeräte 
Agarosegeldokumentationkamera (CCD Video Camera) MS Laborgeräte 
Agaroseglektrophoresekammern PeqLab 
Drucker Geldokumentationsanlage Mitsubishi 
Fast Optical 96-well Reaction Plate (0,1 ml) Applied Biosystems 
Nanophotometer Implen 
Schüttelinkubator (Certomat BS-1 B.) Braun Biotech International 
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Material Hersteller 
UV-Photometer (V-550) Jasco 
UV-Schirm für Agarosegele Intas 
8.1.1.3 Zellkultur 
Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Geräte und Materialien in der Zellkultur. 
Material Hersteller 
Bunsenbrenner  Heraeus 
Deckgläser Menzel Gläser 
Einfriergefäße (Qualifreeze) Qualilab 
Einwegauslaufpipetten, steril (2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml) Sarstedt 
Einweg-Röhrchen "Falcon", steril (15 ml, 50 ml) Sarstedt 
Filter (0,45 mm) VWR 
Glasplättchen (12 mm Durchmesser) Marienfeld 
Mikroskop (Wiloverts 10x 4/10/20) Hund 
Pasteurpipetten (Glas) Sarstedt 
Poly-D-Lysin-beschichtete Zellkulturgefäße (24-well) BD Biosciences 
Spritze (5 ml) Terumo 
Stickstofftank (Chronos) Messer Griesheim 
Wasserbad GFL 
Zählkammer (Neubauer) Optik Labor 
Zellkulturflaschen (T-75)  Nunc 
Zellkulturinkubator Heraeus 
Zellkulturschalen (6 cm, 10 cm, 24-well, 12-well, 6-well)  Nunc 
Zellkultursterilwerkbank Heraeus 
Zentrifuge Megafuge 1.0  Heraeus 
8.1.1.4 Zelluläre Untersuchungen (Assays) 
Tabelle 4: Auflistung der verwendeten Geräte und Materialien in zellulären Assays. 
Material Hersteller 
Analyst HT 384-well plate reader (Luminometer) Molecular Dynamics 
Dispenser Multidrop Labsystems 
Konfokales Mikroskop LSM 510 Meta Zeiss 
Lebendzell-Kammern (15 µm, 8well) IBIDI 
Pipettier-Roboter Biomek FX Roboter Beckmann-Coulter 
Poly-D-Lysin-beschichtete 24-well-Platten Becton Dickinson 
selbstklebende Aluminiumfoliendeckel Costar 
weiße 384-well LIA Platten Greiner 
8.1.1.5 Proteinbiochemische Methoden 
Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Geräte und Materialien der Proteinbiochemie. 
Material Hersteller 
Filterpapier für den Western Blot (Whatmanpapier) Macherey-Nagel 
Human (6E10) Aβ Triplex Assay Kit MSD 
Kanüle (0,6 mm) B.Braun 
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Material Hersteller 
Konfokales Mikroskop LSM 510 Meta Zeiss 
Microluminometer Berthold Technologies 
Mikrotiterplatten (96-well, schwarz) Nunc 
MSD sAPPα/sAPPsβ Assay Kit MSD 
Nitrozellulose Membran (Protran)  Schleicher & Schuell 
Plate Reader Sektor Imager MSD MSD 
Plattenspektrometer BioTek 
PVDF Membran (Immobilon-P)  Millipore 
Röntgenfilme (SuperRX)  Fujifilm 
SDS-PAGE Elektrophoresekammern Bio-Rad 
SDS-PAGE Glasplatten und zugehörige Kämme Bio-Rad 
SDS-PAGE Transferkammern Bio-Rad 
Spannungsquelle für SDS-PAGE und Transfer Bio-Rad 
Spektrofluorimeter Jasco 
Spritze (1 ml) Terumo 
Überkopfschüttler Heidolph 
Westernblot Dokumentationsgerät (LAS-4000) Fujifilm 
Westernblotfilmentwicklungsgerät (Curix 60) AGFA 
8.1.2 Enzyme, Versuchssysteme (Kits) und Chemikalien 
8.1.2.1 Allgemein 
Nicht spezifisch aufgeführte Chemikalien wurden von den Firmen Roth, Merck, Serva oder 
Sigma bezogen. Die Chemikalien wurden mit dem Reinheitsgrad p.a. eingesetzt. 
8.1.2.2 Molekularbiologische Methoden 
Tabelle 6: Folgende Enzyme, Kits und Chemikalien wurden für molekularbiologische Methoden 
verwendet. 
Material Hersteller 
1 kb-DNA-Leiter  Gibco Invitrogen Corporation 
7500 Fast Real-Time PCR Applied Biosystems 
Agarose NA Amersham Biosciences 
Ampizillin  Roth 
DEPC Sigma 
Fast Optical 96-well Reaction Plate (0,1 ml) Applied Biosystems 
HEPES  Biomol 
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit Applied Biosystems 
NucleoBond AX500 Kit Macherey-Nagel 
NucleoSpin Extract Kit Macherey-Nagel 
NucleoSpin Plasmid Kit Macherey-Nagel 
Oligonuktleotide Sigma oder Thermo  
Power SYBR-Green PCR Master Mix Applied Biosystems 
QIAshredder Qiagen 
Restriktionsenzyme Fermentas / New England Biolabs 
RNase-Free DNase Set Qiagen 
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Material Hersteller 
RNeasy Mini Kit Qiagen 
T4 DNA-Ligase Roche 
T4 DNA-Ligase-Puffer  Roche 
TaqMan Gene Expression Assays Applied Biosystems 
TaqMan Universal PCR Master Mix (ROX) Applied Biosystems 
8.1.2.3 Zellkultur 
Tabelle 7: Folgende Medien und Chemikalien wurden in der Zellkultur verwendet. 
Material Hersteller 
DMEM Medium Gibco 
DMEM-F12 Medium Invitrogen 
Fötales Kälberserum (FCS) Gibco 
Fötales Kälberserum (FCS) für Drospohila Zellkultur JRH Biosciences 
G418 Invitrogen 
Optimem Medium Gibco 
Penicillin/Streptomycin Gibco 
Poly-L-Lysin Hydrobromid  Sigma 
Schneiders Medium Gibco 
Trypsin-EDTA (0,05 %)  Gibco 
8.1.2.4 Zelluläre Untersuchungen (Assays) 
Tabelle 8: Folgende Reagenzien wurden in zellulären Assays verwendet. 
Material Hersteller 
„Firefly luciferase Assay”-Reagenz: Steady Lite HTS Perkin Elmer 
„Gaussia luciferase Assay”-Reagenz: GAR-2B Targeting Systems 
„Horseradish Peroxidase Assay”-Reagenz: Immobilon 
Western HRP Substrate 
Millipore 
Dimethylsulfoxid (DMSO)  Roth 
Effectene Transfektionsreagenz Qiagen 
LipofectamineTM 2000 Invitrogen 
LipofectamineTM RNAimax Invitrogen 
Triton X-100  Merck 
8.1.2.5 Proteinbiochemische Methoden 
Tabelle 9: Folgende Kits und Chemikalien wurden in der Proteinbiochemie verwendet. 
Material Hersteller 
Acrylamid (19:1 / 40 % (w/v)) Bio-Rad 
Ammonium-Persulfat (APS)  Roche 
BCA-Assay Kit Uptima Interchim 
Bovines Serumalbumin (BSA) Uptima Interchim 
C3 (BACE1-Inhibitor) Calbiochem 
ECL Western Blotting Detection Reagent Amersham Biosciences 
ECLplus Western Blotting Detection Reagent Amersham Biosciences 
Fluorogenes ADAM Substrat (ADAM Substrate III) R&D 
Fluorogenes BACE1 Substrat (BACE1 Substrate IV) R&D 
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Material Hersteller 
Glycin  Biomol 
I-Block  Tropix 
Magermilchpulver (instant)  Frema 
Molekulargewichtsstandard Marker (See Blue Plus 2)  Invitrogen 
MSD Read-Puffer  MSD 
MSD Standards für APPsα-, APPsβ- und Aβ-Assays MSD 
NP-40  Sigma 
Protease-Inhibitor-Mix (PI-Mix)  Sigma 
Protein-A-Sepharose (PAS)  Sigma 
TAPI1 (ADAM-Inhibitor) Peptides International 
Tween-20  Merck 
Western Star Kit Tropix 
β-Mercaptoethanol  Merck 
8.1.3 Puffer und Medien  
Alle Lösungen wurden mit voll entsalztem H2O angesetzt, das mit einer Milli-Q Anlage zur 
bidest. Qualität gereinigt wurde und einen elektrischen Widerstand > 8.  MΩ cm bei  5°C 
hat. Bei Prozentangaben handelt es sich um Volumenprozent, soweit keine anderen Angaben 
gemacht wurden. Tabelle 10 gibt eine Übersicht über Zusammensetzung der verwendeten 
Puffer und Medien. 
Tabelle 10: Folgende Puffer und Medien wurden verwendet. 
Puffer oder Medium Zusammensetzung 
4x DNA-Probenpuffer 30 % Glyzerin 
10 mM EDTA 
0,05 % Orange G 
4x SDS-Probenpuffer (10 ml) 4 ml 20 % Glyzerin 
4 ml 20 % (w/v) SDS 
1 ml β-Mercaptoethanol 
1,25 ml 1 M Tris pH 6,8 
   μl    % Bromphenolblau 
Acrylamid-Lösung für Tris-Tricin-Gele 48 % (w/v) Acrylamid 
1,5 % (w/v) Bisacrylamid 
Ammoniumchlorid-Lösung PBS 
50 mM NH4Cl 
Ampizillin-Stammlösung (1000x) 100 mg/ml Ampizillin in 70 % Ethanol 
Anoden-Puffer (Tris-Tricin-Gele) 0,2 M Tris-HCl pH 8,9 
Antikörperlösung für APPsα-, APPsβ- und Aβ-
Assays 
TBS 
0,05 % Tween-20 
1 % BSA 
Blockierlösung für APPsα-, APPsβ- und Aβ-
Assays 
TBS 
0,05 % Tween-20 
3 % BSA 
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Puffer oder Medium Zusammensetzung 
Blockierlösung für Western Blot 5 % Magermilchpulver 
PBS-T 
oder 
0,2 g I-Block 
    μl Tween-20 
100 ml PBS 
Blokierungslösung für Immunofluoreszenz PBS 
1 % BSA 
1 % FCS 
0,1 % Gelatine 
Einfriermedium Zelltypspezifisches Medium 
10 % DMSO 
Elektrophoresepuffer (SDS-PAGE) 25 mM Tris 
0,2 M Glycin 
0,1 % SDS 
Gelpuffer für Tris-Tricin-Gele 3 M Tris-HCl pH 8,45 
0,3 % (w/v) SDS 
Hypotonpuffer 10 mM Tris-HCl pH 7,4 
1 mM EDTA 
1 mM EGTA 
PI-Mix 
Kathoden-Puffer (Tris-Tricin-Gele) 0,1 M Tris-HCl 
0,1 M Tricin 
0,1 % SDS 
LB-Medium 1 % Trypton 
0,5 % Hefeextrakt 
0,5 % NaCl pH 7,0 
autoklaviert 
Lysispuffer 50 mM Tris pH 7,5 
150 mM NaCl 
1 % NP-40 
2 mM EDTA 
PI-Mix 
Natrium-Acetat-Puffer 10 mM Natrium-Acetat pH 4,5 
PBS 140 mM NaCl 
10 mM Na2HPO4 
1,75 mM KH2PO4 
pH 7,4 
PBS-EDTA PBS 
25 mM EDTA 
PBS-T PBS 
0,05 % Tween-20 
PFA-Lösung 4 % PFA 
4 % Succrose 
Poly-L-Lysin-Lösung     μg/ml Poly-L-Lysin in dH2O (steril) 
Primärantikörper Antikörper in entsprechender Konzentration 
(siehe Tabelle 11) 
0,25 % (w/v) BSA 
0,05 % (w/v) Natriumazid 
in PBS-T 
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Puffer oder Medium Zusammensetzung 
Primärantikörper für Immunofluoreszenz Antikörper in entsprechender Konzentration 
(siehe Tabelle 13) 
Blokierungslösung für Immunofluoreszenz 
Protein-A-Sepharose 2 mg PAS in 1 ml 20 % Ethanol 
vor Gebrauch 3x mit PBS gewaschen 
Sammelgelpuffer für Tris-Glycin-Gele 0,5 M Tris-HCl pH 6,8 
0,4 % (w/v) SDS 
Sekundärantikörper Antikörper in entsprechender Konzentration 
(siehe Tabelle 11) 
0,25 % BSA 
in PBS-T 
Sekundärantikörper für Immunofluoreszenz Antikörper in entsprechender Konzentration 
(siehe Tabelle 13) 
Blokierungslösung für Immunofluoreszenz 
siRNA-Puffer 300 mM KCl 
30 mM HEPES pH 7,5 
1 mM MgCl2 
SOB-Medium  2 % Trypton 
0,5 % Hefeextrakt 
0,5 % NaCl  
10 mM MgCl2 
10 mM MgSO4 
2,5 mM KCl 
autoklaviert 
STE 50 mM Tris-HCl pH 7,5 
150 mMNaCl 
2 mM EDTA 
STEN 50 mM Tris-HCl pH 7,5 
150 mMNaCl 
2 mM EDTA 
0,2 % NP40 
STEN-NaCl STEN 
175 mM NaCl 
STEN-SDS STEN 
0,1 % SDS 
STE-T STE 
1 % Triton 
TAE-Puffer (50x Stammlösung) 2 M Tris 
1 M Essigsäure 
50 mM EDTA 
TB-Puffer  10 mM HEPES 
15 mM CaCl2 x 2 H20 
250 mM KCl pH 6,7 
55 mM MnCl2 x 2 H20 
TBS 50 mM Tris-HCl pH 7,4 
150 mM NaCl 
TBS-T TBS 
0,05 % Tween-20 
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Puffer oder Medium Zusammensetzung 
Transferpuffer 25 mM Tris 
0,2 M Glycin 
Trenngelpuffer für Tris-Glycin-Gele 1,5 M Tris-HCl pH 8,8 
0,4 % (w/v) SDS 
Triton X-100-Lösung PBS 
0,2 % Triton x-100 
Waschlösung für APPsα-, APPsβ- und Aβ-
Assays 
TBS 
0,05 % Tween-20 
STEN 50 mM Tris-HCl pH 7,5 
150 mMNaCl 
2 mM EDTA 
0,2 % NP40 
STEN-NaCl STEN 
175 mM NaCl 
STEN-SDS STEN 
0,1 % SDS 
STE-T STE 
1 % Triton 
TAE-Puffer (50x Stammlösung) 2 M Tris 
1 M Essigsäure 
50 mM EDTA 
TB-Puffer  10 mM HEPES 
15 mM CaCl2 x 2 H20 
250 mM KCl pH 6,7 
55 mM MnCl2 x 2 H20 
stril filtrieren 
TBS 50 mM Tris-HCl pH 7,4 
150 mM NaCl 
TBS-T TBS 
0,05 % Tween-20 
Transferpuffer 25 mM Tris 
0,2 M Glycin 
Trenngelpuffer für Tris-Glycin-Gele 1,5 M Tris-HCl pH 8,8 
0,4 % (w/v) SDS 
Triton X-100-Lösung PBS 
0,2 % Triton x-100 
Waschlösung für APPsα-, APPsβ- und Aβ-
Assays 
TBS 
0,05 % Tween-20 
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8.1.4 Antikörper 
Folgende Antikörper wurden im Laufe der vorliegenden Arbeit verwendet. 
Tabelle 11: Übersicht über die für den Western Blot verwendeten Antikörper. 
Antikörper Epitop Spezies Verdünnung Quelle 
192wt APPsβ (wt) Hase, polyklonal 1:100 Elan 
Pharmaceuticals 
22C11 APP N-Terminus Maus, monoklonal 1:5000 K. Beyreuther 
6E10 Aβ  -16 Maus, monoklonal 1:2000 Senetek Inc. 
Calnexin Calnexin Hase, polyklonal 1:2000 Stressgene 
GFP GFP Maus, monoklonal 1:2000 Clontech 
HA.11 HA-tag Maus, monoklonal 1:100 Covance 
N1660 Nicastrin Hase, polyklonal 1:1000 Sigma 
VPS24 (F1) VPS24 Ziege, polyklonal 1:200 Santa Cruz 
Biotechnology 
W02 APPsα Maus, monoklonal   μg/ml K. Beyreuther 
α-goat-HRP Ziegen IgG Esel 1:5000 - 
1:10000 
Santa Cruz 
Biotechnology 
α-mouse-AP Maus IgG Ziege 1:5000 Tropix 
α-mouse-
HRP 
Maus IgG Ziege 1:5000 - 
1:10000 
Promega 
α-rabbit-
HRP 
Hase IgG Ziege 1:5000 - 
1:10000 
Promega 
α-rat-HRP Ratten IgG Ziege 1:5000 Santa Cruz 
Biotechnology 
HRP: Meerrettich-Peroxidase; AP: alkalische Phosphatase 
Tabelle 12: Übersicht über die für die Immunopräzipitation verwendeten Antikörper. 
Antikörper Epitop Western 
Blot 
Spezies Verdünnung Quelle 
3552 Aβ  -40 6E10 Hase, polyklonal 1:400 Eurogentec 
BAWT 8C10 APPsβ 192wt Maus, monoklonal 1:10 E. Kremmer 
Tabelle 13: Übersicht über die in der Immunofluoreszenz verwendeten Antikörper. 
Antikörper Epitop Spezies Verdünnung Quelle 
93 TMEM59 Hase, polyklonal 1:200 Eurogentec 
Anti-mouse-
Alexa488 
Maus IgG Ziege 1:1000 Molecular Probes 
Anti-mouse-
Alexa555 
Maus IgG Ziege 1:1000 Molecular Probes 
Anti-rabbit-
Alexa488 
Hase IgG Ziege 1:1000 Molecular Probes 
Anti-rabbit-
Alexa555 
Hase IgG Ziege 1:1000 Molecular Probes 
ERGIC-53 ERGIC-53 Maus, monoklonal 1:1000 Alexis 
Giantin Giantin Maus, monoklonal 1:1000 Alexis 
GM130 GM130 Maus, monoklonal 1:1000 BD Transduction 
Laboratories 
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Antikörper Epitop Spezies Verdünnung Quelle 
GS15 GS15 Maus, monoklonal 1:1000 BD Transduction 
Laboratories 
p230 p230 Maus, monoklonal 1:1000 BD Transduction 
Laboratories 
TGN38 TGN38 Maus, monoklonal 1:1000 BD Transduction 
Laboratories 
Alexa488 und Alexa555: Flurophore 
Tabelle 14: Übersicht über die für den Nachweis von APPsα, APPsβ und Aβ verwendeten 
Antikörper. 
Antikörper Epitop Spezies Verdünnung Quelle 
APPsα  APPsα nicht bekannt nicht bekannt MSD 
APPsβ  APPsβ nicht bekannt nicht bekannt MSD 
Aβ  -38  Aβ  -38 nicht bekannt nicht bekannt MSD 
Aβ  -40  Aβ  -40 nicht bekannt nicht bekannt MSD 
Aβ  -42  Aβ  -42 nicht bekannt nicht bekannt MSD 
SULFO-
TAG™ 6E10  
Aβ  -16 Maus, monoklonal 1:50 MSD 
SULFO-
TAG™ anti-
APP  
APP N-Terminus 
(Aminosäuren 66-81 
der humanen APP695 
Sequenz) 
nicht bekannt 1:50 MSD 
SULFO-TAG™: Elektrochemilumineszenz-vermittelnde Seitengruppe 
8.1.5 Plasmide 
Tabelle 15: Auflistung der verwendeten Plasmide. 
Plasmid Bezugsquelle 
peak12-TMEM59-HA erhalten von S. Ullrich 
peak12-TMEM59L-HA 
peak12-Luziferase erhalten von S. Lichtenthaler 
peak12-APP695 
peak12-GFP 
peak12-BACE1 
pShuttle/CMV-YFP-APP erhalten von K. Simons (Ehehalt et al., 2003) 
pAc5.1-HRP-APP generiert von R. Page 
pAc5.1-Gluc 
pAc5.1-Fluc 
pLKO2mod-EGFP-WPRE generiert von P. Kuhn 
psPAX2 
pCDNA3.1-(-)-VSV-G 
pLKO2mod-EGFP-WPRE-RNAi Con 
pLKO2mod-EGFP-WPRE-Hs550 vorliegende Arbeit 
pLKO2mod-EGFP-WPRE-Hs894 
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8.1.6 siRNAs 
Tabelle 16: Auflistung der verwendeten siRNAs von Dharmacon für den transienten 
„Knockdown” von Kandidatengenen aus dem Drosophila-“Screening” in humanen Zellen. 
Zieltranskript siRNA-Nummer Sequenz (5‘  3‘) 
Kontroll-siRNA 3 3 AUGUAUUGGCCUGUAUUAG 
Kontroll-siRNA 4 4 AUGAACGUGAAUUGCUCAA 
TMEM59 1 GCACAGAGCUUCAUAACCU 
2 GCAGGAGCCUACAAAUUUG 
3 AGAAUCAUCUCUAAGCAAA 
4 GAAGAGGAGUUGUACGCAU 
TMEM59L 1 GACAAUGACUUCCUCAGUU 
3 CCACCCAAACUGAGUGUGA 
Dharmacon Kontroll-
siRNA-Pool 
(SNX33) 
1 GGACGAGGCAGACGGCAUU 
2 GAAAGGCCGAGCCCUCUAU 
3 GCAGUGUGGUGGGCCGUAA 
4 CCUCUUAUGUGGAGAUCGU 
APP 1 CAAGAAAGCCGCUCAGAUC 
2 GGAAGCACCAACGAGAGA 
3 GCCUAAAGCUGAUAAGAAG 
4 UUGAUGAGCUGCUUCAGAA 
ADAM10 1 GCUAAUGGCUGGAUUUAUU 
2 GGAACAAACUUAACAACAAU 
3 CCCAAAGUCUCUCACAUUA 
4 GCAAGGGAAGGAAUAUGUA 
BACE1 1 AGACGACUGUUACAAGUUU 
2 GGAGAUCAAUGGACAGGAU 
3 CGAAUUGGCUUUGCUGUCA 
4 CUGUAUAAAUAAUGAGCGU 
ANKHD1 
 
1 GGACAAAGAAUUAGUGCUA 
2 CAAAUAAUGUUCUGUCAGU 
3 GAGAGAAUGAUCACAAUAA 
4 CGAUAUGGGUUCAGACAUU 
ANLN 
 
1 GGAGAUGGAUCAAGCAUUA 
2 GGAUAAAUCUGGCUAAUUG 
3 ACGCAACACUUUUGAAUUA 
4 ACAGAAAAGGUGACCGAAA 
ATP6AP2 
 
1 GGACUAUCCUUGAGGCAAA 
2 GGGAACGAGUUUAGUAUAU 
3 GAGUGUAUAUGGUAGGGAA 
4 CAGGCAGUGUCAUUUCGUA 
C9ORF85 
 
1 GAAGGAUUCUUAUCACAUA 
2 CAGAAUACGUUUAGCUUCA 
3 GAGGAGACCAUCAAAUGAA 
4 GUUCUUGAGUGGCGUGUAA 
CCDC75 
 
1 AAAGUGGCAUUGGUCAUGA 
2 UAUAUUGUAUUUGGUGUGG 
3 UUCUGCAGAUCAUGACUAA 
4 AGAAGAAGCCAGCGAGCCU 
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Zieltranskript siRNA-Nummer Sequenz (5‘  3‘) 
FZR1 
 
1 GCACGGAGACCGCUUCAUC 
2 CCACAGGAUUAACGAGAAU 
3 GCAAAACCCGUUCGACAAA 
4 GCAACGAUGUGUCUCCCUA 
GLUD1 
 
1 GCAACCAUGUGCUGAGUCU 
2 UAAAUCAUGUCAGCUAUGG 
3 CAAUGAAGCUUCUUACAUG 
4 GAAAUUAAGGUUAGCGGAU 
HIST1H4C 
 
1 GUAAGGUGCUCCGGGAUAA 
2 UAGAGAACGUUAUUCGAGA 
3 GAUGUAGUAUAUGCCCUAA 
4 GAGGUGUGCUUAAGGUUUU 
HPN 
 
1 CGACAGCGGUGGUCCCUUU 
2 CAAUGGCGCUGACUUCUAU 
3 GAGGAGAACAGCAACGAUA 
4 GCAAUGAUGUCUGCAAUGG 
HSPA5 
 
1 CCACCAAGAUGCUGACAUU 
2 GAAAGGAUGGUUAAUGAUG 
3 CGACUCGAAUUCCAAAGAU 
4 CAGAUGAAGCUGUAGCGUA 
LEMD3 
 
1 GGAUAGAGCUGUUGACUUC 
2 GAACUUCUCCAGCAAUUUA 
3 GGAAUAAGGUGUGUUGGUU 
4 CAAGGCAGAUGUAUGAUAU 
MAB21L2 
 
1 GCAAAUCACUCCGGCGUUC 
2 GAGGUCAAGUUGCGCAUCA 
3 GCUACUCGCUGACCGGCAA 
4 GCUGUACGAGUGCGAGAAA 
MCM10 
 
1 GAACGGGACGGAAUGCUAA 
2 GCACAAACUUGAUCAUCCA 
3 GGAGGUGUGUUUAUCUAUC 
4 GGACGAAUUCCAAAGAAGU 
METTL16 
 
1 CAACAGAAGUGGAUGAUAU 
2 UAAGCAGCAUGUUCAGAUA 
3 CCGCCUAGUUCUGUUAAUA 
4 GAGGUGAAUUAGAGUUUGU 
MTA3 
 
1 GCAGAAACAUCAGUUGAAA 
2 UGACUAGCAUCAUUGAAUA 
3 CUUCAAUGACAUACGGCAA 
4 GUGCAACAGAAACGUCUAA 
NIP30 
 
1 GAUGGUAACCUUAUUAUCA 
2 CAGGAGCUGUGAAGCAUAA 
3 GACCCUCGAUCUCUAUAUG 
4 AGAAAUAACCUCAAGAAGG 
NKD2 
 
1 GAACUACACGUCCAGAUUC 
2 GGGCAGCGCCUCAACAUUG 
3 GCAAGACCCUCCGUGUGAA 
4 GGACGUUCACGCUCUAUGA 
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Zieltranskript siRNA-Nummer Sequenz (5‘  3‘) 
NPM3 
 
1 GAGCCAAAGACGAGUGUAA 
2 CCUGUAACCUUCCGCCUGA 
3 GCACCAGAUUGUUACGAUG 
4 CGGUCACUAUGGACAGUUU 
PIP5K1A 
 
1 AGAAGCAGCUCCUCUUUAA 
2 GGAGAGACUUUGCAAAUGC 
3 ACACAGUACUCAGUUGAUA 
4 AGUGAGGGCUCGCCUAUUC 
PRG3 
 
1 GAUGGGAGCCACUGGAAUU 
2 CAAAGGAGGUUAUUGGCGA 
3 GAGACUUGGCUCUGACGGA 
4 GCUCAAUGCGACAAGCAAC 
RPL36AL 
 
1 GGAAGGAGGCGCUAUGAUC 
2 UGGAAUGUGUUGAGCCUAA 
3 GCAAGCAUCAGCCUCACAA 
4 GGAAGAAGGCUAAGACCAC 
SET 
 
1 GAGGAAGGAUUAGAAGAUA 
2 GGAUGAAGGUGAAGAAGAU 
3 GAAGUCCACCGAAAUCAAA 
4 CGAGUCAAACGCAGAAUAA 
SLC18A2 
 
1 GAUCACAACUGCCCUAUUA 
2 GGAGUGUGCUCUAUGAGUU 
3 GCAUUAAGCAUGAGAAGAA 
4 GAAGAGAGAGGCAACGUCA 
SOX10 
 
1 GAACGAAAGUGACAAGCGC 
2 GAGAUCAGCCACGAGGUAA 
3 GCGGGAAGCCUCACAUCGA 
4 CCGUAUGCAGCACAAGAAA 
SERINC1 
 
1 GGAAACAACUCCACUGUAA 
2 CAACUAGUCUUACUUAUUG 
3 UGAAUUAUCUGCUGUCUUU 
4 UCACCGAGCUGUAGAUAAU 
THAP4 
 
1 GAUAAGAGUGGCAUUUCUA 
2 GCUGAAUUCUGAAGGCAAA 
3 GGACUCCCACUAAGUAUUC 
4 CGUCUAAUCCAAUGGUUAA 
TMEM9 
 
1 GAAGAUAUCCGGUGCAAAU 
2 GAAUGAGGAUGCUCGCUCU 
3 GAAAGCCGGAUGCAUAUAC 
4 AGGUGCAGGAGCAGCGGAA 
UBN1 
 
1 AUACAGGACUUGAUCGAUA 
2 CACCACAGCUUGCCACGGA 
3 CGAUAACUCUGAGGCGUAU 
4 CGGGAACCCUGCAGUUUAG 
VPS24 
 
1 UGACAGAAUUCUCUUUGAA 
2 GAAGAGCACAGAAGUGAUG 
3 GGGCAAAGCACCCAGUAAA 
4 AGAACCAGCUCGCGGUCUU 
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Zieltranskript siRNA-Nummer Sequenz (5‘  3‘) 
ZMAT5 
 
1 UAGCAGGGCUGAACCCAUC 
2 GCAAGAAGCACCUGAACGG 
3 GCAGGAAGUUUCUACUGAC 
4 CGACAUGUUCCGAGAUGCA 
Tabelle 17: Auflistung der verwendeten siRNAs von Qiagen für den transienten „Knockdown“ 
von Kandidatengenen aus dem Drosophila-“Screening” in humanen Zellen. 
Zieltranskript siRNA-Nummer Sequenz (5‘  3‘) 
Qiagen „AllStars 
Negative Control 
siRNA“ (ASNC) 
--- Nicht zur Verfügung gestellt 
APP 1 CTGGTCTTCAATTACCAAGAA 
2 AAGGATGACTACAGACATTAA 
3 ACCCAATTAAGTCCTACTTTA 
4 TTGGCCAACATGATTAGTGAA 
ADAM10 1 AAAGATGAGTAATTTGCTTAA 
2 ATGGTAAGAAGAAGTCCTTAA 
3 ATGGTGTTGCTGAGAGTGTTA 
4 TTGGTGGGCAGTATTACTTAT 
BACE1 1 CACAGTGGCACTAGCATTATA 
2 ACCAAACAACTTGGTTGTGAA 
3 CCCAAGATCATTCTACAAGTA 
4 CCGGCGGGAGTGGTATTATGA 
ANKHD1 
 
1 CTGGAAGGGAGTGACTTGTTA 
2 CTGGCCTCATCTAATCTGGAA 
3 CACCTTCTGACTGCTTAGTAA 
4 CAGGATCATCTACGACCGAAA 
ANLN 
 
1 CACCGTTTCCATCGTCTCGTA 
2 CTGATGCTTGCTACAAACCTA 
3 CTCAATCTAAAGACAAATCTA 
4 CTGGCTTCATTAAGATCATTA 
ATP6AP2 
 
1 ATGGGCTAATATGGATACTAA 
2 AAGGACTATCCTTGAGGCAAA 
3 AACATGGATCCTGGATATGAT 
4 GGGAACGAGTTTAGTATATTA 
C9ORF85 
 
1 AAGTTCTTGAGTGGCGTGTAA 
2 CTGGGAGTAGTTCGTTGGTTT 
3 TTGATGGTTGTATAAGAACTA 
4 TTCGGCGATGAGCTCCCAGAA 
CCDC75 
 
1 CACCAACAGGTAACTTCTTAT 
2 TTCCTAGGGATAGACAATTTA 
3 TTGCTATATTGTGATACGTGA 
4 AGAGAGCTGTCAGATACTATA 
FZR1 
 
1 CGGGTCGATCTTCCACATTCA 
2 TGCAGTGACGCTGTCATTAAA 
3 TCGCCAGATCGTCATCCAGAA 
4 AAGGGCGAGAACCACATTGGA 
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Zieltranskript siRNA-Nummer Sequenz (5‘  3‘) 
GLUD1 
 
1 AAGTGTGCAGTGGTTGATGTG 
2 CGGGTGCATCTGAGAAAGACA 
3 TTGAAGATCTATGGTTGACTA 
4 TTGCTTACTATAATTATGATA 
HIST1H4C 
 
1 CGGCGGCTGAATCTAAGAATA 
2 ATGGATGTAGTATATGCCCTA 
3 CGCGGTCTCCTGAGAACTTCA 
4 AAGGGTGGTGCTAAGCGCCAT 
HSPA5 
 
1 TAGGGTGTGTGTTCACCTTCA 
2 TGGGATAAGGAAACACTTCTA 
3 CAAGCCCAATACAGCCATTAA 
4 AACTGTTACAATCAAGGTCTA 
MAB21L2 
 
1 ACCCTGAGCTGTCTTGTTGAA 
2 AACAACGCCTCCAGTAGGAAA 
3 CTGCTGTACGAGTGCGAGAAA 
4 CACACGGTCATCTTTACATAT 
MCM10 
 
1 TAGGAGTATACTTCTACTTTA 
2 ACGGCGACGGTGAATCTTATA 
3 CTCCTTGGACAGACTCCCGAA 
4 TTCCTGATTGACGCCGTCAAA 
METTL16 
 
1 CTCCGCCTAGTTCTGTTAATA 
2 ATGGCTGGTATTTCCTCGCAA 
3 CTCCGAAGAGGAATTGACATA 
4 CTGTTCTAGGTCACTCTTCAA 
MTA3 
 
1 ACGGCCGTTTGTTGCTATTAA 
2 CTCGCAGATAAGCATGCTAAA 
3 CACCTAATATGCAGTGTAGAT 
4 ATCATTGACTAGCATCATTGA 
NIP30 
 
1 AACGTAGGCCTTGTTTACTAA 
2 CACCTCGTCTCATAAAGGGAA 
3 ACAGAGGGTTGCAGGGTTTAA 
4 CTCTATTGTGGCGGTGAGGAA 
NPM3 
 
1 CACCCGCTCCTTCACCTTTAA 
2 CCAGATTGTTACGATGAGCAA 
3 CCCGGTCACTATGGACAGTTT 
4 AAAGACGAGTGTAATGTGGTA 
PIP5K1A 
 
1 CAGCCTCTTGATGTCAATCCA 
2 CCCTGCCTTGATAATATGTTA 
3 CTACTTTGTATTGTTCAGAAA 
4 AAGGAAAGAATTCTTGCTATT 
RPL36AL 
 
1 TACAGTGATATTCTTACGCAA 
2 CCAGTTCTAAACTTTGGGATA 
3 AAAGATGGTCAACGTACCTAA 
4 AGGATGCTGGCCATTAAGAGA 
SET 
 
1 CAGGAATCTTGCTCCAATAAA 
2 TTGGGATACCAGATAGCTCAA 
3 AAGAAGATAGGCTCTCAGTAA 
4 TTAGAAGATATTGACGAAGAA 
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Zieltranskript siRNA-Nummer Sequenz (5‘  3‘) 
SLC18A2 
 
1 ATGGTTATGGTCGATTGCCAA 
2 CAGCTAGTATCTCTTATCTCA 
3 CAGTCATATCCGATAGGTGAA 
4 TTGGAATGGTGGATTCGTCAA 
SOX10 
 
1 CTCCGTATGCAGCACAAGAAA 
2 CAGCCACGAGGTAATGTCCAA 
3 CCACCTGGTGTGGATGCCAAA 
4 CAGGAATGACCCTCTATCCCA 
SERINC1 
 
1 AAGAGTAGCAGTGATCCTAGA 
2 GACGATGTTCACCGAGCTGTA 
3 TAAGCATAATTGGCTACAATA 
4 CAAGGCGTTCATCAGTGTCAA 
THAP4 
 
1 CGCCAGGATCTCCTTCGCCAA 
2 CATGCTGAACTTCTCGTTCAA 
3 CTCAACGGTTCGGCTCCTCAA 
4 AAACGTCTAATCCAATGGTTA 
TMEM9 
 
1 TTAGAGTTGTGTGTAAATCAA 
2 TCGGCACAAGATGCTCAGCTA 
3 AAGCATGAAGCTCTTATCTTT 
4 CGGTTCCAGTCTTCCCTTTAA 
UBN1 
 
1 CAGGATATTAATGGAATCCTA 
2 CAGGCTCATCTTACAAGAATA 
3 TACGGTGGAAAGAAACGTAGA 
4 ATCGTCTACCTCCTTGTCAAA 
VPS24 
 
1 CGCGATCTTAGTCTTTACAAA 
2 AAGATTCACTCTGGTGTTGTA 
3 TAGATTGCCCTGTGCAGTAAA 
4 CTGGTCCAAGTTGTATGTGCA 
ZMAT5 
 
1 CAAGGCCAAGAAGGTCTGGTA 
2 TACGACATGTTCCGAGATGCA 
3 CTCCGCACTGGAAGACTTGAA 
4 CCAGTGCGACTTTGGCTCCAA 
8.1.7 shRNAs 
Tabelle 18: Auflistung der verwendeten shRNA-Sequenzen für den stabilen „Knockdown” von 
humanem VPS24. 
Zieltranskript Plasmid Zielsequenz (5‘  3‘) 
Negativkontrolle pLKO2mod-EGFP-
WPRE-RNAi Con 
CAACAAGATGAAGAGCACCAA 
VPS24 pLKO2mod-EGFP-
WPRE-Hs550 
TGATGAAGGCTGGGATCATAG 
pLKO2mod-EGFP-
WPRE-Hs894 
CTGTTGTGAGGACTACCATTT 
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8.1.8 Oligonukleotide für die qRT-PCR 
Tabelle 19: Auflistung der verwendeten Oligonukleotidpaare für die „quantitative real time 
PCR“ nach der „SYBR Green”-Methode.  
Name Zieltranskript Sequenz (5‘  3‘) 
hsActin_fw ACTB 
NM_001101.3 
CCTGGCACCCAGCACAAT 
hsActin_rev GGGCCGGACTCGTCATAC 
hsHIS1TH4C_rev2 HIST1H4C 
NM_003542 
AAATGCGCTTGACGCCACCG 
hsHIST1H4C_fw2 GCCATCGTAAGGTGCTCCGGG 
hsHSPA5_fw2 HSPA5 
NM_005347 
GCTGCTGTCCAGGCTGGTGT 
hsHSPA5_rev2 TGGTCATGACACCTCCCACAGT 
hsMETT10D_fw2 METTL16 
NM_024086 
AGCCTGGCGCCTCTGAAGGA 
hsMETT10D_rev2 GGCCCATCTCATTGTCCGACCT 
hsRPL36AL_fw2 RPL36AL 
NM_001001 
AACAGCCCTGCTGCAAAGATGGT 
hsRPL36AL_rev2 TTGTGAGGCTGATGCTTGCCACA 
hsVPS24_fw2 VPS24 
NM_001005753 
TGGACGATCAGGAAGAAATGGAGGA 
hsVPS24_rev2 ACTGGGTGCTTTGCCCAAGGC 
hsZMAT5_fw2 ZMAT5 
NM_001003692 
GAGCGAGACCTGCAGGAGCTG 
hsZMAT5_rev2 CCCTCGGGGAGCTCAGGAGC 
Die Abkürzung hs steht für Homo sapiens. 
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8.2 Methoden 
8.2.1 Molekularbiologische Methoden 
Die Zusammensetzung der verwendeten Puffer und Medien ist in Tabelle 10 aufgeführt. 
8.2.1.1 Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen 
Für präparative Restriktionen zur Klonierung von shRNAs wurde 1 µg DNA des Vektors 
pLKO2mod-EGFP-WPRE (Kuhn et al., 2010) unter den vom Hersteller empfohlenen 
Reaktionsbedingungen mit den Restriktionsenzymen MluI und XmaI (jeweils 5 Einheiten) in 
einem Reaktionsvolumen von 20 µl für 2 h bei 37°C inkubiert. Die Analyse und Isolierung 
des Vektor-Rückgrats erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese und anschließender 
Isolierung der DNA aus dem Gel. Für analytische Zwecke wurden ca. 250 ng Plasmid-DNA 
für 1 h bei 37°C mit den entsprechenden Restriktionsenzymen (2 Einheiten) und unter den 
vom Hersteller empfohlenen Reaktionsbedingungen in 20 µl Reaktionsansatz inkubiert. Die 
Analyse der Restriktion erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese.  
8.2.1.2 Agarose-Gelelektrophorese 
Zur elektrophoretischen Trennung und Analyse von verdauter Plasmid-DNA oder zellulärer 
Gesamt-RNA wurden 1-2%-ige Agarosegele in TAE-Puffer und 0,2 µg/ml Ethidiumbromid 
verwendet. Vor dem Auftragen wurden die Proben in vierfachem DNA-Probenpuffer 
aufgenommen. Als Größenstandard diente eine 1 kb-DNA-Leiter. Die Elektrophorese erfolgte 
bei 120 - 140 V in TAE-Puffer in Agarose-Gelkammern. 
8.2.1.3 Isolierung von DNA aus Agarose-Gelen 
Das gewünschte DNA-Fragment wurde unter UV-Licht mithilfe eines Skalpells aus dem 
Agarosegel geschnitten. Anschließend wurde die DNA mit dem „Nucleospin Extract Kit“ 
nach den Angaben des Herstellers isoliert. 
8.2.1.4 Klonierung von „short hairpin RNAs“ (shRNAs) 
Für den stabilen „Knockdown” von relevanten Genen wurden Oligonukleotid-Duplexe 
(„short hairpin RNAs“ oder shRNAs) nach Empfehlung des RNAi-Konsortiums 
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(http://www.broadinstitute.org/rnai/public/gene/search) designt. Hierbei konnten die 
vorgeschlagenen Zielsequenzen, die zugehörigen revers komplementären Zielsequenzen und 
die „loop“-Sequenz direkt übernommen werden. Die 5‘- und 3‘-flankierenden Sequenzen 
wurden den MluI/XmaI-Schnittstellen des lentiviralen „Knockdown”-Vektors pLKO2mod-
EGFP-WPRE (Kuhn et al., 2010) angepasst. Eine Negativkontroll-shRNA, die sich gegen 
keine bekannte humane oder murine mRNA richtet, wurde ebenfalls nach Empfehlung des 
RNAi-Konsortiums designt. Die benötigten Oligonukleotide wurden von Sigma bezogen und 
entsprechend der Volumenangaben des Herstellers in dH2O gelöst (c = 100 µM). Jeweils 1 µl 
des Vorwärts-Oligonukleotids und 1 µl des Rückwärts-Oligonukleotids wurden gemischt und 
für die Duplexbildung mit 5 µl Puffer NEB2 und 43 µl dH2O versetzt. Nach einer 5-
minütigen Inkubation bei 95°C wurde das Oligonukleotid-Gemisch langsam auf 37°C 
abgekühlt. Für die Ligation in den MluI/XmaI-verdauten Vektor pLKO2mod-EGFP-WPRE 
wurde dieses Oligonukleotid-Gemisch 1:100 in dH2O verdünnt.  
8.2.1.5 Ligation von DNA 
Die Insertion der abgekühlten Duplex-Oligonukleotide in den MluI/XmaI-verdauten Vektor 
erfolgte unter der Verwendung der T4 DNA-Ligase. Dafür wurde 1 µl Vektor-DNA und 4 µl 
Oligonukleotid-Gemisch mit T4 DNA-Ligase (5 Einheiten) und T4 DNA-Ligase-Puffer in 
einem 20 µl Ligationsansatz vereinigt und für 2-3 h bei RT oder über Nacht bei 16°C 
inkubiert. Anschließend wurde der Ligationsansatz in kompetente E. coli DH5α-Zellen 
transformiert.  
8.2.1.6 Herstellen des kompetenten E. coli-Stammes DH5α  
100 ml SOB-Medium wurden mit einer E. coli DH5α-Kolonie inokuliert und über Nacht bei 
37°C bei 200 upm inkubiert. Am nächsten Morgen wurde die Bakterienkultur mit SOB-
Medium in einem Volumen von 250 ml auf eine OD605 von 0,1 verdünnt und bei 18°C bei 
250 upm für 20 bis 24 h inkubiert. Es konnte gezeigt werden, dass die Kompetenz der Zellen 
sich erhöht, wenn das Wachstum bei 18°C stattfindet (Inoue et al., 1990). Nach dem 
Erreichen einer OD605 von 0,6-0,8 wurde die Kultur auf fünf 50 ml-Falkon-Gefäße aufgeteilt 
und 10 min auf Eis inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation bei 4°C bei 3500 upm für 20 min 
Das Bakteriensediment wurde anschließend in 80 ml TB-Puffer resuspendiert (4°C) und 10 
min auf Eis inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation bei 4°C bei 3500 upm für 20 min wurde 
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das Sediment in 20 ml TB-Puffer (4°C) gelöst und 1,5 ml DMSO (Endkonzentration: 7 %) 
zugegeben. Nach einer weiteren 10-minütigen Inkubation auf Eis erfolgte die Aliquotierung 
der Bakteriensuspension in 200 µl-Aliquots bei 4°C. Die Aliquots wurden umgehend in 
flüssigem Stickstoff eingefroren und bis zur Verwendung bei -80°C gelagert. 
8.2.1.7 Transformation von DNA-Konstrukten in kompetente E. coli DH5α 
Zur Transformation der hergestellten DNA-Konstrukte in E. coli DH5α wurde der 
Ligationsansatz mit 60 µl Bakteriensuspension vermischt und für 20 min auf Eis inkubiert. 
Um eine Aufnahme der DNA in die Bakterienzellen zu ermöglichen wurden die Ansätze für 
90 sek bei 42°C inkubiert und dann für weitere 2 min auf Eis abgekühlt. Anschließend 
wurden 600 µl LB-Medium zugesetzt und die Ansätze für 30 min bei 37°C auf dem Schüttler 
(200 upm) inkubiert. Danach wurden die transformierten Bakterien auf Antibiotikum-haltige 
LB-Platten (    μg/ml Ampizillin) ausplattiert. Nach Inkubation über Nacht bei 37°C wurden 
einzelne Klone in 5 ml Vorkulturen überführt und erneut über Nacht inkubiert, so dass aus 
diesen Plasmid-DNA nach dem Mini-Präp Verfahren gewonnen werden konnte. Zur 
Gewinnung von größeren Mengen Plasmid-DNA wurden 250 ml Antibiotikum-haltiges LB-
Medium (    μg/ml Ampizillin) mit der Vorkultur der transformierten Bakterien angeimpft 
und über Nacht bei 37°C inkubiert. Aus diesen Kulturen konnte Plasmid-DNA nach dem 
Midi-Präp Verfahren gewonnen werden.  
8.2.1.8 Präparation von Plasmid-DNA (Mini- und Midi-Präp) 
Für eine Mini-Präp bzw. Midi-Präp wurden 5 ml bzw. 250 ml Antibiotikum-haltiges LB-
Medium (    μg/ml Ampizillin) mit einer Einzelkolonie bzw. einer Vorkultur der 
transformierten E. coli DH5α angeimpft und über Nacht bei 37°C auf dem Schüttler (200 
upm) inkubiert. Die DNA wurde mithilfe des „Nucleospin Plasmid Kits“ (Mini) bzw. des 
„Nucleobond AX Kits“ (Midi) nach Vorschrift des Herstellers aus den Bakterienzellen 
präpariert und gereinigt. Die Plasmide wurden mittels Kontrollverdau und anschließender 
Sequenzierung überprüft.  
8.2.1.9 Sequenzierung von DNA-Konstrukten 
Die Sequenzierung erzeugter DNA-Konstrukte wurde von der Firma GATC Biotech AG 
durchgeführt. Zur Sequenzierung von shRNA-Konstrukten im pLKO2mod-EGFP-WPRE-
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Vektor wurde ein Oligonukleotid mit der Sequenz 5‘-CCTTCACCGAGGGCCTATTTCC-3‘ 
verwendet.  
8.2.1.10 Isolierung zellulärer RNA 
Die Isolierung zellulärer erfolgte mit dem „RNeasy Mini Kit“ nach den Angaben des 
Herstellers. Die empfohlene Homogenisierung der Proben wurde mithilfe der „QIAshredder 
spin column“ durchgeführt. Um potentiellen Verunreinigungen der RNA mit genomischer 
DNA vorzubeugen, wurde die zelluläre RNA mit dem Enzym DNase I aus dem „RNase-free 
DNase Set“ nach den Angaben des Herstellers behandelt. Die Konzentration und Reinheit der 
isolierten RNA wurde durch photometrische Absorptionsmessungen bei 260 und 280 nm 
bestimmt und überprüft: reine RNA weist ein Verhältnis von A260:A280 von 2:1 auf (Glasel, 
1995). Zusätzlich wurde die Qualität der isolierten RNA anhand der typischen ribosomalen 
RNA-Banden in der Agarose-Gelelektrophorese gesichert: intakte zelluläre RNA weist ein 
Verhältnis der 28S-Bande:18S-Bande von 2:1 auf, die 5S-Bande ist meist kaum oder nicht 
sichtbar (Chomczynski und Sacchi, 1987). 
8.2.1.11 Reverse Transkription von RNA 
Die isolierte zelluläre RNA wurde mithilfe des „High-Capacity cDNA Reverse Transcription 
Kits“ unter Verwendung eines Gemisches von zufälligen Hexameren („Random Hexamers“) 
entsprechend den Angaben des Herstellers in cDNA umgeschrieben. Diese wurde im 
Anschluss in der sogenannten „quantitative real time PCR“ (qRT-PCR) zur Bestimmung der 
Expression verschiedener Transkripte verwendet. 
8.2.1.12 „Quantitative real time PCR“ nach dem „TaqMan“-Verfahren 
Die „quantitative real time PCR“ (qRT-PCR) nach der „TaqMan“-Methode wurde mit dem 
PCR-Gerät „75   Fast Real-Time PCR” unter Verwendung des „TaqMan Universal PCR 
Master Mix (ROX)“ und den entsprechenden Angaben des Herstellers durchgeführt. 
Grundsätzlich wurden alle PCR-Reaktionen in Duplikaten in 96-well-Platten („Fast Optical 
96-well Reaction Plate“) mit folgendem Temperaturzyklen-Protokoll durchgeführt: 
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Schritt 1: 
Schritt 2: 
 
Schritt 3: 
95°C, 10 min 
95°C, 15 sec 
                                40 Zyklen 
60°C, 1 min 
 
Zur Bestimmung der Expressionsraten von TMEM59 und TMEM59L im Vergleich zum 
Referenzgen Actin wurden kommerziell synthetisierte „TaqMan Gene Expression Assays” 
verwendet. Diese bestehen aus einem Gemisch aus einem spezifischen Oligonukleotidpaar 
und einer Sonde, die ebenfalls spezifisch nur an ihr Zieltranskript bindet. Die Auswertung der 
durchgeführten qRT-PCR Reaktionen basierte auf der ΔCt-Wert Methode. 
8.2.1.13 „Quantitative real time PCR“ nach der „SYBR Green”-Methode 
Die „quantitative real time PCR“ (qRT-PCR) nach der „SYBR Green“-Methode wurde mit 
dem PCR-Gerät „75   Fast Real-Time PCR” unter Verwendung des „Power SYBR-Green 
PCR Master Mix“ und den entsprechenden Angaben des Herstellers durchgeführt. 
Grundsätzlich wurden alle PCR-Reaktionen in Duplikaten in 96-well-Platten („Fast Optical 
96-well Reaction Plate“) mit folgendem Temperaturzyklen-Protokoll durchgeführt: 
 
Schritt 1: 
Schritt 2: 
 
Schritt 3: 
95°C, 10 min 
95°C, 15 sec 
                                40 Zyklen 
60°C, 1 min 
  
Schmelzkurve 60°C bis 90°C mit 0,75°C/min 
 
Das Design von transkriptspezifischen Oligonukleotidpaaren wurde mit Hilfe des „Basic 
Local Alignment Search Tools“ von „NCBI“ (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) 
vorgenommen. Dabei wurden die Kriterien so ausgewählt, dass das Oligonukleotidpaar 
folgende in Tabelle 20 zusammengefassten Eigenschaften erfüllt. 
Tabelle 20: Auflistung der Kriterien für das Design von Oligonukleotidpaaren für die 
„Quantitative real time PCR“ nach der „SYBR Green”-Methode. 
Kriterium Anforderung 
Oligonukleotid-Länge 18 bis 25 bp 
Schmelztemperatur 60°C +/- 2 
GC-Gehalt 40 bis 60 % 
Amplikon-Länge 70 bis 150 bp 
Exon 
Oligonukleotide müssen in unterschiedlichen Exons binden; 
Amplikon muss Exon-Exon-Grenze umfassen 
Isoformen Oligonukleotidpaare müssen alle Isoformen eines Gens amplifizieren 
 
Die designten Oligonukleotidpaare, wurden mit cDNA des entsprechenden Organismus 
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verifiziert und dabei auf ihre Effizienz (Ermittlung aus der Standardkurve: Effizienz zwischen 
1.8-2.2) und ihre Spezifität (Ermittlung aus der Schmelzkurve: ein deutliches, scharfes Signal) 
überprüft. Erfolgreich getestete Oligonukleotidpaare wurden zur Bestimmung der 
Expressionsraten zu untersuchender Gene im Vergleich zu verschiedenen Referenzgenen 
verwendet. Die Auswertung der durchgeführten qRT-PCR Reaktionen basierte auf der ΔCt-
Wert Methode. Die verwendeten Oligonukleotidpaare sind in Tabelle 19 zusammengefasst. 
8.2.2 Zellkultur 
8.2.2.1 Verwendete Zelllinien 
HEK293E-Zellen, die das „Epstein-Barr nuclear antigen  “ enthalten, und COS-Zellen 
wurden in „Dulbecco`s modified eagles medium“ (DMEM), dem    % FCS und   % 
Penicillin/Streptomycin zugesetzt wurden, kultiviert. Auch HEK293T-Zellen wurden in 
genanntem Medium mit Zusatz von G418 kultiviert. Humane SH-SY5Y-Zellen wurden in 
einer Mischung aus 5  % „Dulbecco`s modified eagles medium“ und 5  % HAM’s F   
(DMEM-F12), dem 15 % FCS, 2 mM Glutamin, 1 % nicht-essentielle Aminosäuren und 1 % 
Penicillin/Streptomycin zugesetzt wurden, kultiviert. Drosophila-Schneider 2 (S2)-Zellen 
wurden in Schneiders Medium, dem 10 % FCS von JRH Biosciences und 1 % 
Penicillin/Streptomycin zugesetzt wurden, kultiviert. Unter bestimmten Umständen wurde 
Medium dieser Zusammensetzung aber ohne Zusatz von Serum verwendet (Serum-freies 
Medium). HEK293T-Zellen, die zur Produktion von Viren transfiziert wurden, wurden in 
„DMEM HIGH GLUCOSE“, dem 10 % FCS, 1 mM Pyruvat und 1 % nicht-essentielle 
Aminosäuren zugesetzt wurden, kultiviert. 
8.2.2.2 Kultivierung von Zellen 
Die verwendeten Zelllinien wurden in einem Inkubator bei 37°C und 5 % CO2 kultiviert. 
Drosophila-Schneider 2 (S2)-Zellen wurden bei 26°C kultiviert. Dazu wurden die Zellen in 10 
cm-Schalen oder in 75 cm
2
-Flaschen in den entsprechenden Medien ausgesät und im 
Inkubator gezüchtet. Bei Erreichen von ca. 70 - 80 % Konfluenz wurden die Zellen mit 
sterilem PBS gewaschen und mit steriler PBS-EDTA-Lösung oder mit einer 0,05 %-ige 
Trypsin-EDTA-Lösung von dem Zellkulturgefäß abgelöst. Die Zellsuspension wurde mit 
Medium verdünnt und auf neue Zellkulturgefäße mit frischem Medium verteilt. Zum 
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Entfernen des Trypsins wurden die Zellen nach dem Resuspendieren für 5 min bei 1000 upm 
pelletiert, in frischem Medium aufgenommen und auf neue Zellkulturgefäße mit frischem 
Medium verteilt. 
8.2.2.3 Beschichtung von Zellkulturschalen mit Poly-L-Lysin 
Die Zellkulturgefäße wurden vollständig mit steriler Poly-L-Lysin-Lösung bedeckt (1:1000-
Lösung in sterilem dH2O) und mindestens 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 
Abnahme der Poly-L-Lysin-Lösung wurden die Schalen einmal mit PBS (steril) und einmal 
mit dH2O (steril) gewaschen und anschließend getrocknet. 
8.2.2.4 Aussäen von Zellen 
Zum Aussäen wurden die Zellen abgelöst, mithilfe einer Neubauer-Zählkammer gezählt, auf 
die gewünschte Zelldichte verdünnt und auf die jeweiligen Zellkulturgefäße verteilt. Bis zum 
Versuchsstart wurden die Zellen dann bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert. 
8.2.2.5 Anlegen von Dauerkulturen (Kryokonservierung) 
Zum Anlegen von Dauerkulturen wurden die Zellen nach Erreichen von 70 - 80 % Konfluenz 
mit sterilem PBS gewaschen und mithilfe von PBS/EDTA bzw. Trypsin-EDTA-Lösung 
abgelöst, in frischem Medium resuspendiert und für 5 min bei 1000 upm pelletiert. 
Anschließend wurde das Zellpellet in 1 - 2 ml Einfriermedium aufgenommen und in 1 bis 2 
Kryoröhrchen gegeben. Die Kulturen wurden bei -80°C eingefroren und für die 
Langzeitlagerung in flüssigen Stickstoff überführt. 
8.2.3 Zelluläre Untersuchungen (Assays) 
8.2.3.1 Immunofluoreszenzmikroskopie 
Zur Untersuchung der Lokalisierung oder Ko-Lokalisierung von zellulären Proteinen 
und/oder transfizierten Konstrukten wurden Zellen fixiert und durch Antikörperfärbungen zu 
Immunofluoreszenzpräparaten verarbeitet. Dazu wurden zunächst sterile Glasplättchen (12 
mm Durchmesser) in 24-well-Platten ausgebracht und mit Poly-L-Lysin beschichtetet. 
Anschließend wurden 7,5 - 10 x 10
4
 Zellen/well ausgesät und die Zellen zu einer Dichte von 
8. Material und Methoden 127 
50 - 60 % Konfluenz inkubiert. Für die Detektion intrazellulärer Proteine wurden die Zellen 
nach einem einfachen PBS Waschschritt für 20 min in PFA-Lösung fixiert und anschließend 
erneut zweimal mit PBS gewaschen. Hierauf erfolgte eine 10 minütige Inkubation in 
Ammoniumchlorid-Lösung, welche anschließend durch 2 maliges Waschen mit PBS wieder 
entfernt wurde. Die Permeabilisierung der Zelloberfläche erfolgte durch eine 2 minütige 
Behandlung der Zellen mit Triton X-100-Lösung, die wiederrum durch 2-maliges Waschen 
mit PBS entfernt wurde. Zum Blockieren unspezifischer Antikörperbindestellen wurden die 
Zellen 10 min in Blokierungslösung inkubiert, bevor sie für 20 min mit dem Primärantikörper 
versetzt wurden. Nach mehrfachem Waschen mit PBS erfolgte die Inkubation mit dem 
Sekundärantikörper, welche wieder von mehrfachem Waschen mit PBS gefolgt wurde. Zum 
Abschluss wurde das Glasplättchen mit den fixierten, gefärbten Zellen einmal kurz in dH2O 
gewaschen und anschließend auf einem Glasobjektträger in Mowiol eingebettet. Nach 
Aushärten des Mowiols konnten die Präparate mithilfe des Zeiss LSM 510 Meta konfokalen 
Mikroskops aufgenommen und die Aufnahmen in der „LSM Image Browser“-Software 
ausgewertet werden. 
8.2.3.2 Lebend-Zell-Aufnahmen 
Zur Untersuchung der Lokalisierung von Fluorophor-gekoppelten Proteinen in lebenden, 
nicht fixierten Zellen wurden spezielle Lebendzell-Kammern von Ibidi verwendet. Diese 
wurden mit Poly-L-Lysin beschichtetet und mit 5 x 10
4
 Zellen/well ausgesät. Nach 24 h 
Inkubation erfolgte die Transfektion der Zellen. Nach 24 h und in weiteren 24 h Intervallen 
erfolgte die Analyse der Zellen unter Verwendung des Zeiss LSM 510 Meta konfokalen 
Mikroskops und die Aufnahmen in der „LSM Image Browser“-Software ausgewertet werden.  
8.2.3.3 Transiente Überexpression von rekombinanter DNA 
Die entsprechenden Zelllinien wurden in Poly-D-Lysin-beschichteten 24-well-Platten in einer 
Dichte von 1 x 10
5
 Zellen/well ausgesät. Am folgenden Tag wurden die Zellen mittels 
Lipofectamine 2000 transfiziert. Dazu wurden pro Ansatz   μl Lipofectamine      mit 5  μl 
OPTIMEM (Lipo-Mix) und die gewünschte DNA-Menge ebenfalls mit 5  μl OPTIMEM 
(DNA-Mix) gemischt und für 5 min prä-inkubiert. Anschließend wurden Lipo-Mix und DNA-
Mix vereinigt und für weitere 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurde die 
Mischung auf die Zellen eines wells pipettiert. Am folgenden Tag wurde das Medium 
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gewechselt. Am zweiten Tag nach der Transfektion wurde das konditionierte Medium 
gesammelt und die Zellen zu Lysaten verarbeitet. Wurden besonders hohe 
Transfektionseffizienzen benötigt wurde das Standardprotokoll dahingehend modifiziert, dass 
bis zu 5-fach weniger Zellen als üblich verwendet wurden, da bekannt ist, dass die 
Transfektionseffizienz mit der Zelldichte zum Zeitpunkt der Transfektion korreliert 
(QIAGEN, 1999-2002).  
Die für die Herstellung von viralen Partikeln notwendige transiente Transfektion von 
Verpacker HEK293T-Zellen wurde revers durchgeführt. Hierzu erfolgte die Vorbereitung der 
Transfektionsansätze wie bereits beschrieben. Alternativ wurden diese aber nicht auf 
adhärente Zellen gegeben, sondern in einem well einer 6-well-Platte mit einer Zellsuspension 
(2 x 10
6
 Zellen/well) vermischt, so dass die Plasmid-Aufnahme in Lösung erfolgen konnte.  
8.2.3.4 Transienter Doppel-„Knockdown“ von TMEM59 und TMEM59L 
Der transiente Doppel-„Knockdown“ von TMEM59 und seinem Homologen TMEM59L 
erfolgte mittels RNA Interferenz (RNAi). Zu diesem Zweck wurden „small interfering 
RNAs“ (siRNAs), die den vorzeitigen Abbau von Zieltranskripten initiieren können, in 
humane Zellen tansfiziert. Die siRNAs wurden als Set von vier Sequenzen oder als 
Einzelsequenzen von der Firma Dharmacon bezogen. Die lyophilisiert vorliegenden siRNAs 
wurden zunächst in siRNA-Puffer aufgenommen und aliquotiert. Die Aufbewahrung der 
Aliquots erfolgte bei -20°C, die verwendeten Sequenzen sind in Tabelle 16 aufgelistet. Das 
Einschleusen der siRNAs in die Zielzellen erfolgte mit einer Lipid-basierten reversen 
Transfektion, bei der die Zellen in Suspension transfiziert werden. Für den transienten 
„Knockdown“ von TMEM59 bzw. TMEM59L wurde eine Mischung aus vier bzw. zwei 
siRNA Sequenzen verwendet. Als Referenz dienten Zellen die mit einer Mischung aus zwei 
Kontroll-siRNAs, die sich gegen kein bekanntes humanes Transkript richten, transfiziert 
wurden. Die Gemische der siRNA-Sequenzen wurden mit einer Endkonzentration von 5 nM 
verwendet. Hierzu wurde zunächst der Transfektionsansatz, bestehend aus 1,5 ml OPTIMEM 
mit der entsprechenden Menge siRNA und 10 µl Lipofectamine RNAiMAX, hergestellt und 
für 15-20 min bei Raumtemperatur inkubiert. In der Zwischenzeit wurden die HEK293E-
Zellen abgelöst, in einer Neubauer-Zählkammer gezählt und in Medium (DMEM + 10 % 
FCS) auf eine Zellzahl von 3,5 x 10
5
 Zellen/ml verdünnt. Anschließend wurden sowohl der 
Transfektionsansatz als auch 3,5 ml Zellsuspension in eine 6 cm-Platte (Poly-L-Lysin 
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beschichtet) gegeben zum Durchmischen leicht geschwenkt. Nach 24 h Inkubation wurden 2 
ml Medium (DMEM + 10 % FCS) zugesetzt. Nach weiteren 24 h Inkubation wurde das 
Medium gewechselt und durch 1,5 ml frisches Medium (DMEM + 10 % FCS) ersetzt. Nach 
einer weiteren Übernachtinkubation wurden die Überstände gesammelt, die Zellen lysiert und 
im Weiteren für die Western Blot Analyse vorbereitet.  
8.2.4 RNAi-basierte „Srceenings“ in unterschiedlichen zellulären Systemen 
8.2.4.1 RNAi „Screening“ in Drosophila-Schneider 2 (S2)-Zellen 
Für das „Screening“ nach neuen zellulären Modulatoren der Ektodomänenspaltung von APP 
in Drosophila-Zellen, wurden Schneider 2 (S2)-Zellen zunächst für die gewünschten RNAi-
Studien mit langen doppelsträngigen RNAs (dsRNAs) behandelt. Anschließend wurden die 
Zellen transient mit den entsprechenden Reporterkonstrukten transfiziert. 
8.2.4.1.1 RNAi-Studien in Drosophila-S2-Zellen mit langen dsRNAs 
Das RNAi-„Screening“ zur Identifizierung neuer zellulärer Modulatoren der 
Ektodomänenspaltung von APP wurde in Drosophila-Schneider 2 (S2)-Zellen durchgeführt. 
Dieses Verfahren eignet sich besonders für „Screenings“ mit einem großen Umfang, da 
kultivierte Drosophila-Zellen lange doppelsträngige RNAs (dsRNAs) ohne Zusatz von 
Transfektionsreagenz aus dem Kulturmedium aufnehmen. Die aufgenommenen dsRNAs 
werden durch die zelluläre RNAi-Maschinerie prozessiert und bewirken somit den gezielten 
Abbau von spezifischen Gentranskripten. Die verwendete dsRNA-Bibliothek, die sich gegen 
das gesamte Drosophila-Genom richtet, wurde im Labor von M. Boutros synthetisiert (Horn 
et al., 2010) und im Rahmen einer Kollaboration zur Verfügung gestellt. Zu Beginn der 
RNAi-Experimente wurde die dsRNA-Bibliothek (250 ng dsRNA/well) mit Hilfe eines 
Pipettier-Roboters in 384-well-Platten ausgebracht. Darauf folgend wurden S2-Zellen in 
Serum-freien Medium aufgenommen und die Zellzahl auf 1 x 10
6
 Zellen/ml eingestellt. Diese 
Zellsuspension wurde nun in die wells der 384-well-Platten der dsRNA-Bibliothek verteilt – 
es wurden jeweils 20 µl Zellsuspension pro well (20.000 Zellen pro well) von einem 
Dispenser (Multidrop) zugegeben. Nach einer kurzen Zentrifugation (500 upm, 20 sek) 
wurden die vorbereiteten Platten 45 min im Inkubator (26°C) prä-inkubiert. Anschließend 
wurden die wells mit Hilfe des Dispensers mit 30 µl normalem Medium versetzt und erneut 
kurz zentrifugiert (500 upm, 20 sek). Nachdem die Platten mit selbstklebenden 
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Aluminiumfoliendeckeln verschlossen wurden, konnten diese über Nacht bei 26°C inkubiert 
werden. Am nächsten Tag erfolgte die transiente Transfektion der Zellen mit 
Reporterkonstrukten. 
8.2.4.1.2 Transiente Transfektion von S2-Zellen mit Reporterkonstrukten 
Das RNAi-„Screening“ zur Identifizierung neuer zellulärer Modulatoren der 
Ektodomänenspaltung von APP wurde in Drosophila-Schneider 2 (S2)-Zellen durchgeführt. 
Die benötigten Reporterkonstrukte wurden transient am zweiten Tag des Experiments 
transfiziert. Die lipid-basierte Transfektion wurde an den Zellen vorgenommen, die bereits 
dsRNAs aufgenommen hatten. Zunächst wurde hierzu in zwei Schritten der 
Transfektionsansatz vorbereitet: Im ersten Schritt wurden 12.3 µl Effectene-Puffer EC und 
1.2 µl Enhancer mit den entsprechenden Mengen folgender Plasmide vermischt: 8 ng pAc5.1-
FLuc Plasmid, 21 ng pAc5.1-HRP-APP Plasmid und 21 ng pAc5.1-GLuc Plasmid. Nach 5 
min Inkubation bei Raumtemperatur, wurden im zweiten Schritt 1.5 µl Effectene 
Transfektionsreagenz zu dem bestehenden Transfektionsansatz gegeben und erneut für 10 min 
bei Raumtemperatur inkubiert. Die genannten Mengen beziehen sich auf ein well der 384-
well-Platten. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 15 µl pro well des 
Transfektionsansatzes mit Hilfe des Dispensers zu den S2-Zellen der 384-well-Platten geben. 
Anschließend wurden die Platten mit selbstklebenden Aluminiumfoliendeckeln verschlossen 
und kurz zentrifugiert (500 upm, 20 sek). Nach einer zweitägigen Inkubation (48 h) bei 26°C 
wurden die Platten erneut zentrifugiert (500 upm, 20 sek) um anschließend zwei Medium-
Aliquots (10 µl und 30 µl) mit Hilfe des Pipettier-Roboters abnehmen und in frische 384-
well-Platten überführen zu können. Diese Aliquots des konditionierten Mediums wurden für 
weitere Untersuchungen verwendet. Die restlichen Zellen verblieben für die weitere Analyse 
in den wells der 384-well-Platten.  
8.2.4.2 RNAi-Studien von potentiellen Kandidatengenen in SH-SY5Y-Zellen 
Mit Abschluss des Drosophila RNAi-„Screenings“ wurde eine Liste von potentiellen 
Modulatoren der APP-Ektodomänenspaltung erhalten. Diese Kandidatengene wurden 
weiterhin mit RNAi-basierten Studien in humanen SH-SY5Y-Zellen untersucht. Dabei 
wurden zum einen „small interfering RNAs“ (siRNAs) und zum anderen „short hairpin 
RNAs“ (shRNAs) verwendet.  
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8.2.4.2.1 Transienter „Knockdown“ in SH-SY5Y-Zellen mit siRNAs 
In den initialen RNAi-Studien der 30 Kandidatengene in humanen SH-SY5Y-Zellen wurden 
„small interfering RNAs“ (siRNAs) verwendet. Die benötigten Oligonukleotide wurden von 
den Firmen Dharmacon und QIAGEN im Set von vier Sequenzen (Pools) oder als 
Einzelsequenzen (Singles) bezogen. Zu Beginn wurden Experimente mit den siRNA-Pools 
und im Anschluss daran Untersuchungen der einzelnen siRNA Sequenzen vorgenommen. Die 
methodischen Versuchsdurchführungen unterscheiden sich dabei nicht. Als Kontrolle für 
Dharmacon-basierte Experimente wurde ein siRNA-Pool gegen humanes SNX33 als 
Kontrolle verwendet, da dessen „Knockdown“ keinen Einfluss auf die Ektodomänenspaltung 
von APP in HEK293-Zellen hat (Schobel et al., 2008). Für QIAGEN-basierte Experimente 
wurde die Kontroll-siRNA „AllStars Negative Control siRNA“ (ASNC), die sich gegen kein 
bekanntes humanes Transkript richtet, verwendet. Die lyophilisiert vorliegenden siRNAs 
wurden zunächst in siRNA Puffer (Dharmacon) oder RNAse freiem Wasser (QIAGEN) 
aufgenommen, aliquotiert bzw. auf die gewünschte Konzentration verdünnt. Die 
Aufbewahrung erfolgte bei -20°C, vermehrtes Auftauen und erneutes Einfrieren wurde 
verhindert. Die verwendeten Sequenzen sind in Tabelle 16 und Tabelle 17 aufgelistet. Das 
Einschleusen der siRNAs in die SH-SY5Y-Zellen erfolgte mittels reverser Transfektion. 
Hierzu wurde zunächst der Transfektionsansatz, bestehend aus 150 µl OPTIMEM mit der 
gewünschten Menge siRNA und 1 µl Lipofectamine RNAiMAX für ein well einer 24-well-
Platte, hergestellt und für 15 - 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. In der Zwischenzeit 
wurden die Zellen abgelöst, mithilfe einer Neubauer-Zählkammer gezählt und in 
antibiotikumfreien Medium auf die gewünschte Zelldichte von 5 x 10
5
 Zellen/ml verdünnt. 
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der gesamte Transfektionsmix in ein well einer 24-
well-Platte gegeben und mit 350 µl Zellsuspension versetzt. Zum Durchmischen wurde die 
Platte lediglich leicht geschwenkt. Am Tag nach der reversen Transfektion wurde den wells 
jeweils 350 µl antibiotikumfreies Medium zugesetzt. Erst am zweiten Tag nach der 
Transfektion wurde das Medium komplett abgenommen und durch 250 µl frisches, 
antibiotikumfreies Medium ersetzt. Nach weiteren 24 h Inkubation wurden die Überstände 
gesammelt und für die Detektion von APPsα und APPsβ im entsprechenden Assay 
verwendet. Die Zellen wurden für die Präparation von RNA vorbereitet, so dass in den 
folgenden Schritten die „Knockdown“-Effizienz mittels der „Quantitativen real time PCR“ 
nach der „SYBR Green”-Methode bestimmt werden konnte. 
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8.2.4.2.2 Stabiler „Knockdown“ in SH-SY5Y-Zellen mit shRNAs 
Der stabile „Knockdown“ von Zielgenen in SH-SY5Y-Zellen erfolgte mit einer RNAi-
basierten Methode, bei der „short hairpin RNA“ (shRNA)-Oligonukleotide in Zellen 
eingeschleust werden. Diese shRNAs können, nach Prozessierung durch die zelleigene RNAi-
Maschinerie, den vorzeitigen Abbau von Zieltranskripten initiieren. Die verwendeten shRNAs 
wurden in lentivirale Vektoren kloniert und diese zur Produktion von Viren in sogenannten 
HEK293T-Verpackerzellen verwendet. Dazu wurden Verpackerzellen in einer 6-well-Platte 
transient mit den 3 Plasmiden, die für die erfolgreiche Virusproduktion benötigt werden, 
revers ko-transfiziert: psPAX2, das die virale Polymerase codiert, pCDNA3.1(-)-VSV-G, das 
das virale Hüllprotein codiert, (Kuhn et al., 2010) und das Plasmid, das für die shRNA 
codiert. Am Tag nach der Transfektion wurde das Medium komplett abgenommen und durch 
1,5 ml frisches, antibiotikumfreies Verpackermedium ersetzt. Hierauf wurde über 24 h das 
Medium gesammelt, welches nach steril filtrieren (0.45 mm Filter) zur Transduktion der 
Zielzellen verwendet werden konnte. Die Transduktion der Zielzellen erfolgte wiederum in 
Suspension, so dass der virale Überstand zu 1 ml 1 x 10
6
/ml Zielzellen gegeben wurde. Nach 
Übernachtinkubation wurde das Medium komplett abgenommen und durch 1,5 ml frisches 
zelltypspezifisches Medium ersetzt. Nach mehreren Tagen Inkubation und Expansion der 
stabilen Zellen wurde die „Knockdown“-Effizienz mit Hilfe spezifischer Antikörper im 
Western Blot nachgewiesen (siehe Tabelle 11). 
8.2.5 Proteinbiochemische Methoden 
8.2.5.1 Herstellung von Zelllysaten 
Für die Herstellung von Zelllysaten wurden die Zellen in ihrem Kulturgefäß mit kaltem PBS 
gewaschen, in 250 -300 µl (24-well-Platte) bzw. 500 - 800 µl (6-well-Platte) Lysispuffer 
aufgenommen, in ein Eppendorfgefäß überführt und 20 min auf Eis inkubiert. Anschließend 
folgte eine Zentrifugation bei 4°C und 14000 upm für 5 min. Hierauf wurde das erhaltene 
Proteinextrakt abgenommen und in ein frisches Eppendorfgefäß gegeben, das entstandene 
Pellet wurde verworfen. Alle genannten Arbeitsschritte erfolgten auf Eis. In den gewonnenen 
Zelllysaten erfolgte eine Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration der Proben mithilfe 
des BCA-Assays. Zur Verwendung der Proben in SDS-PAGE und Western Blot wurden die 
Proben mit 4x SDS-Probenpuffer versetzt und für 5 min bei 95°C gekocht. Die Lagerung der 
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Zelllysate erfolgte bei -20°C. 
8.2.5.2 Präparation von zellulären Membranen 
Für die Gewinnung der zellulären Membranen wurden alle Zellen eines wells einer 6-well-
Platte mit kaltem PBS gewaschen und vorsichtig in 1,5 ml PBS aufgenommen. Die Zellen 
wurden zunächst durch Zentrifugation bei 4°C und 3000 upm für 5 min geerntet, 
anschließend zur Lyse in 800 µl Hypotonpuffer resuspendiert und für 10 min auf Eis 
inkubiert. Daraufhin wurde jede Probe 15-mal mit einer 1 ml Spritze und einer 0,6 mm 
Kanüle auf-und-abgezogen um die Membranfragmente zu zerkleinern. Anschließend wurden 
durch Zentrifugation bei 14000 upm für 60 min bei 4°C sämtliche Zellfragmente pelletiert, 
die in 150 - 200 µl STE-T Puffer gelöst und für 20 min auf Eis inkubiert wurden. Durch eine 
weitere Zentrifugation bei 14000 upm für 10 min bei 4°C konnte überschüssiger Debris von 
den Membranen, die im Überstand verbleiben, getrennt werden. Anschließend konnte die 
Proteinkonzentration bestimmt und mit Natriumacetatpuffer die gewünschte 
Proteinkonzentration sowie der angestrebten pH-Wert von 4,5 eingestellt werden. 
8.2.5.3 Bestimmung der Proteinkonzentration mit Hilfe des BCA-Verfahrens 
Zur Bestimmung der Gesamtproteinkonzentration wurden je 10 µl eines Zelllysates in 
Duplikaten in eine transparente 96-well-Platte pipettiert. Die BCA-Reagenzien 
(Bicinchoninsäure) A und B wurden im Verhältnis 1:50 gemischt und je 200 µl/well zu den 
vorgelegten Lysaten gegeben. Zur Erstellung einer Eichgeraden wurden zusätzlich 
Verdünnungen einer BSA-Standardlösung zwischen 0 µg/ml und 2 µg/ml angesetzt und 
ebenfalls mit 200 µl der BCA-Reagenz-Mischung versetzt. Die 96-well-Platte wurde 
anschließend 30 min bei 37°C inkubiert. Die Bestimmung der Extinktion erfolgte 
photometrisch bei 562 nm. Mithilfe der Eichgeraden konnte aus den erhaltenen Werten die 
Proteinkonzentration bestimmt werden. 
8.2.5.4 Immunopräzipitation von Proteinen 
Zum Nachweis bestimmter löslicher APP-Spezies wurde eine Immunopräzipitation im 
konditionierten Medium zur Anreicherung der Peptide durchgeführt. Dabei wurden Aliquots 
der konditionierten Medien (Volumina normiert auf die Proteinkonzentrationen der 
entsprechenden Zelllysate) mit der entsprechenden Menge des jeweiligen Antikörpers (siehe 
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Tabelle 12) und 3  μl Protein-A-Sepharose versetzt und für 2 - 16 h bei 4°C auf dem 
Überkopfschüttler inkubiert. Das Immunopräzipitat wurde durch Zentrifugation (6000 upm 
für 5 min bei 4°C) pelletiert und nacheinander mit je 1 ml STEN-NaCl-Puffer, STEN-SDS-
Puffer und STEN-Puffer gewaschen. Die Pellets wurden anschließend mit 3  μl 4x SDS-
Probenpuffer versetzt, 5 min unter Schütteln von 1000 upm bei 95°C gekocht und mittels 
SDS-PAGE und Western Blot analysiert. 
8.2.5.5 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Die eindimensionale Auftrennung von Proteinen erfolgte unter denaturierenden Bedingungen 
in einem diskontinuierlichen Gelsystem (Laemmli, 1970). Zur Herstellung der Gele sowie zur 
Trennung der Proteine wurden Minigelsysteme verwendet. Die Zusammensetzung der Gele 
ist in Tabelle 21 aufgeführt. 
Tabelle 21: Zusammensetzung der Gele für SDS-PAGE (Tris-Glycin-Gele; die angegebenen 
Mengen reichen für 2 Gele mit einer Dicke von 1,5 mm) 
 8 % Gel  12 % Gel  
Trenngel 
dH2O 8,8 ml  7,5 ml  
40 % Acrylamid-Bis Lösung 3,2 ml  4,5 ml  
Trenngelpuffer 4 ml  4 ml  
10 % APS 60 μl  60 μl  
TEMED 3  μl  3  μl  
Sammelgel 
dH2O 6,8 ml  6,8 ml  
40 % Acrylamid-Bis Lösung 1 ml  1 ml  
Sammelgelpuffer 2,5 ml  2,5 ml  
10 % APS 30 μl  30 μl  
TEMED 3  μl  3  μl  
 
Vor Verwendung wurden die Glasplatten mit Isopropanol von Rückständen befreit, das 
Trenngel bis zu einer Höhe von ca. 2 cm unterhalb des oberen Randes gegossen und mit 
Isopropanol überschichtet. Nach Polymerisieren wurde der über dem Trenngel befindliche 
Raum mit saugfähigem Papier getrocknet, mit Sammelgel gefüllt und ein Kamm eingefügt. 
Nach dem vollständigen Aushärten des Sammelgels wurde der Kamm vorsichtig entfernt und 
das Gel in die Elektrophoresekammer eingesetzt. Die Kammer wurde sowohl auf der Seite der 
Anode, als auch auf der Seite der Kathode mit Elektrophoresepuffer gefüllt und die Taschen 
mehrmals damit gespült. Die Proben (Aliquots der konditionierten Medien bzw. Zelllysate) 
wurden vor dem Auftragen mit 4x SDS-Probenpuffer versetzt und für 5 min bei 95°C 
inkubiert. Als Molekulargewichtsstandard wurden 7 μl See Blue Plus  -Marker geladen. 
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Anode und Kathode wurden mit der Spannungsquelle verbunden. Die Elektrophorese erfolgte 
zunächst bei 90 V und nach Eintritt der Proteine in das Trenngel bei 140 V. 
8.2.5.6 Tris-Tricin-Gelelektrophorese 
Zur Auftrennung von niedermolekularen Peptiden und Proteinen wurde das Gelsystem nach 
Schägger und Jagow (Schagger and von Jagow, 1987) unter Verwendung des Bio-Rad 
Minigelsystems eingesetzt. Die Zusammensetzung der Gele ist in Tabelle 22 aufgeführt. 
Tabelle 22: Zusammensetzung der Tris-Tricin-Gele (die angegebenen Mengen reichen für 2 
Gele mit einer Dicke von 1,5 mm) 
 
Trenngel 
(16,5 %) 
Spacergel 
(10 %) 
Sammelgel 
(4 %) 
dH2O ---  3,5 ml  4,2 ml  
Acrylamid-Lösung für Tris-Tricin-Gele 3,5 ml  1,5 ml  0,5 ml  
Gelpuffer 3,5 ml  2,5 ml  1,55 ml  
32 % Glycerol 3,5 ml  ---  ---  
10 % APS 32,5 μl  35 μl  50 μl  
TEMED 4 μl  4 μl  5 μl  
 
Beim Gießen der Gele wurde das Trenngel noch vor dem Aushärten mit dem Spacergel 
überschichtet. Die Elektrophoreskammer wurde auf der Seite der Anode mit Anodenpuffer 
und auf der Seite der Kathode mit Kathodenpuffer gefüllt. Dabei wurde darauf geachtet, dass 
sich beide Puffer-Lösungen nicht mischen. Anschließende wurden die gewünschten Proben in 
die Geltaschen pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte zu Beginn bei 80 V und nach Eintreten 
der Proben in das Spacergel bei 120 V.  
8.2.5.7 Western Blot 
Nach der Auftrennung mittels SDS-PAGE wurden die Proteine in einer Transferkammer auf 
eine PVDF-Membran übertragen. Vor dem Transfer ist eine Aktivierung der Membran durch 
kurze Inkubation in Isopropanol notwendig. Nach der Aktivierung wurde die Membran kurz 
mit dH2O gespült und in Transferpuffer äquilibriert. Alternativ wurde eine Nitrozellulose-
Membran verwendet. Bei dieser ist keine Aktivierung mit Isopropanol notwendig. Für den 
Transfer wurde das Mini-Gel-Transfersystem von Bio-Rad verwendet. 
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Transferaufbau: 
• Anodenplatte 
• poröser Schwamm in Transferpuffer äquilibriert 
• zwei Lagen Filterpapier in Transfer-Puffer äquilibriert 
• Membran 
• SDS-Polyacrylamid-Gel 
• zwei Lagen Filterpapier in Transfer-Puffer äquilibriert 
• poröser Schwamm in Transferpuffer äquilibriert 
• Kathodenplatte 
Die Transferkammer wurde komplett mit Transferpuffer aufgefüllt. Der Transfer erfolgte bei 
konstantem Stromfluss von 400 mA für 65 min. Zur Kühlung des Systems wurde ein 
Kühlakku in die Transferkammer eingesetzt. Nach erfolgtem Transfer wurde die Membran 
zur Absättigung unspezifischer Proteinbindungsstellen 30 min bei RT in Blockierlösung 
geschüttelt. Die so vorbehandelte Membran wurde zweimal mit PBS-T gewaschen und 2 x 5 
min mit PBS-T auf dem Schüttler inkubiert. Anschließend wurde die Membran mit dem 
Primärantikörper (siehe Tabelle 11) für bis zu 1 h bei RT bzw. über Nacht bei 4 °C auf dem 
Schüttler inkubiert. Es folgten Waschschritte der Membran für 3 x 5 min mit PBS-T. Der 
entsprechende Peroxidase-gekoppelte Sekundärantikörper (siehe Tabelle 11) wurde 
anschließend für bis zu 45 min bei RT auf die Membran gegeben. Nach der Inkubation mit 
dem Sekundärantikörper wurde viermal je 5 min mit PBS-T-Puffer gewaschen. Die Detektion 
der mit den Antikörpern markierten Proteine erfolgte mittels der sogenannten „enhanced 
chemoluminescence“ (ECL)-Technik nach Angaben des Herstellers. Die Signale wurden 
durch Schwärzung von Röntgenfilmen (Super RX, Fuji) sichtbar gemacht. Zum Nachweis 
schwacher Signale wurde das „ECLplus Western Blotting Detection System“ verwendet. Zur 
Quantifizierung der Intensitäten wurden die Signale mit dem Westernblot 
Dokumentationsgerät (LAS-4   ) eingescannt und mittels der „Multi Gauge V3. “ Software 
ausgewertet. 
8.2.5.8 Western Blot-Protokoll zum Nachweis von Aβ 
Zum Nachweis von Aβ nach Auftrennung in der Tris-Tricin-Gelelektrophorese wurde ein 
leicht modifiziertes Western Blot-Protokoll verwendet. Nach dem Transfer der Proteine auf 
eine Nitrozellulose-Membran wurde diese für 5 min in PBS-Puffer gekocht. Anschließend 
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wurden die unspezifischen Bindestellen auf der Membran mit I-Block-Lösung abgesättigt. 
Die Membran wurde dann über Nacht bei 4°C mit dem Primärantikörper inkubiert. Nach 
Ende der Inkubation wurde 3 x 5 min mit PBS-T gewaschen und ein an alkalische 
Phosphatase gekoppelter Sekundärantikörper (Tropix) für 60 min auf die Membran gegeben. 
Danach wurde 3 x 10 min mit PBS-T und 2 x 5 min mit Assay-Puffer (Western Star Kit) 
gewaschen. Zur Detektion wurde in diesem Fall das „Western Star Kit“ eingesetzt. 
8.2.5.9 Nachweis der sekretierten APP-Spezies APPsα, APPsβ und Aβ 
In vorliegender Arbeit wurden die sekretierten APP-Spezies APPsα, APPsβ und Aβ mit der 
Technologie von „Meso Scale Discovery“ (MSD) nachgewiesen. Diese Methode beruht auf 
einer Antikörper-basierten Immobilisierung der Zielproteine, die sodann mit einem weiteren 
Antikörper, an den ein spezieller Ruthenium-SULFO-TAG
TM
 gekoppelt ist, markiert werden. 
In einer Elektro-Chemilumineszenz-Reaktion wird der Ruthenium-SULFO-TAG
TM
 zunächst 
so elektrochemisch stimuliert, dass er daraufhin Licht emittiert, das detektiert werden kann. 
Vorteil dieses Nachweisverfahrens sind die minimalen Hintergrundsignale und das hohe 
Signal-zu-Hintergrund-Verhältnis, da der Stimulus unterschiedlich zum detektierten Signal ist 
und somit die Messwerte nicht beeinflussen kann.  
8.2.5.9.1 APPsα- und APPsβ-Assay 
Zur Detektion der sekretierten APP-Spezies APPsα und APPsβ wurde das „sAPPα/sAPPsβ 
Assay Kit“ von MSD verwendet. In den wells dieser Platten sind räumlich getrennte „Spots“, 
die jeweils APPsα- und APPsβ-spezifische Erstantikörper („Fang“ oder „Capture“-
Antikörper) enthalten, so dass beide APP-Spezies zeitgleich detektiert werden können (von 
Einem et al., 2010). Die Messungen wurden nach Angaben des Herstellers durchgeführt. 
Dazu wurden die Platten zunächst für 1 h bei RT bzw. 16 h bei 4°C mit Blockierlösung 
geblockt, um unspezifische Bindungen zu verhindern. Anschließend wurden die Platten mit 
 5 µl der Standards (APPsα und APPsβ, beide von MSD) oder des konditionierten 
Zellkulturüberstandes versehen. Darauf erfolgte zunächst eine einstündige Inkubation auf 
einem Schüttler bei RT bevor nach vier Waschschritten mit Waschlösung 25 µl des 
Detektionsantiköpers SULFO-TAG
TM
 anti-APP (1:50) zugesetzt wurde. Nach einer weiteren 
einstündigen Inkubation auf einem Schüttler bei RT wurden die Platten je dreimal mit 
Waschlösung gewaschen, mit  x „MSD Read Puffer“ versetzt und für    min inkubiert. Die 
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Messung der Elektrochemilumineszenz-Signale erfolgte mit dem „Sektor Imager  4  “ 
(MSD). Für alle Inkubations- bzw. Waschschritte wurden 100 µl pro well eingesetzt, alle 
Ausnahmen wurden benannt. 
8.2.5.9.2 Aβ-Triplex-Assay 
Zur Detektion der sekretierten Aβ-Spezies Aβ 38, Aβ 4  und Aβ 4  wurde das „Aβ-Triplex 
Assay Kit“ von MSD verwendet. Auch in den wells dieser Platten sind räumlich getrennte 
„Spots“, die jeweils Aβ 38-, Aβ 4 - und Aβ 4 -spezifische Erstantikörper enthalten, so dass 
alle drei APP-Spezies zeitgleich detektiert werden können (Page et al., 2010). Die Messungen 
wurden nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Dazu wurden die Platten zunächst für 1 h 
bei RT bzw. 16 h bei 4°C mit Blockierlösung geblockt, um unspezifische Bindungen zu 
verhindern. Anschließend wurden die Platten mit  5 µl der Standards (Aβ 38, Aβ 4  und Aβ 
42 MSD) oder des konditionierten Zellkulturüberstandes versehen. Zeitgleich wurden hier 
bereits 25 µl des Detektionsantiköpers SULFO-TAG
TM
 anti-Aβ 6E   ( :5 ) zu den Proben 
gegeben und dieses Gemisch für 2 h auf einem Schüttler bei RT in den Platten inkubiert. 
Nach vier Waschschritten mit Waschlösung wurden die Platten mit  x „MSD Read Puffer“ 
versetzt und die Elektrochemilumineszenz-Signale unmittelbar mit dem „Sektor Imager 
 4  “ (MSD) gemessen. In SH-SY5Y-Zellen konnte mit dieser Nachweismethode nur die 
abundanteste Spezies Aβ 4  detektiert werden. Für alle Inkubations- bzw. Waschschritte 
wurden 100 µl pro well eingesetzt, alle Ausnahmen wurden benannt. 
8.2.5.10 Messung von HRP-APP-Signalen in konditioniertem Medium 
Zur Identifizierung neuer zellulärer Modulatoren der Ektodomänenspaltung von APP wurde 
ein genomweites RNAi-„Screening“ in Drosophila-Schneider 2 (S2)-Zellen durchgeführt. Als 
Reporter für die Ektodomänenspaltung von APP diente eine Version von APP, die N-terminal 
mit HRP versehen wurde. Somit kann die Ektodomänenspaltung des Fusionsproteins durch 
die α-Sekretase Kuzbanian (Sapir et al., 2005) im Überstand an Hand der HRP-katalysierten 
Lumineszenz-Reaktion detektiert werden. Hierzu wurden die 10 µl Aliquots der 
konditionierten Medien aus dem Drosophila RNAi-„Screening“ mit 5  µl des „Horseradish 
Peroxidase Assay“-Reagenz „Immobilon Western HRP Substrate“ versetzt und  5 min bei 
Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden die HRP-Signale im Luminometer „Analyst 
HT 384-well plate reader“ gemessen. Die Signale des HRP-APPsα wurden auf die 
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Transfektionseffizienz in Form der FLuc-Signale normalisiert. 
8.2.5.11 Messung der „Gaussia luciferase”-Aktivität in konditioniertem Medium 
In dem „Screening“ nach neuen zellulärer Modulatoren der Ektodomänenspaltung von APP in 
Drosophila-S2-Zellen wurde zur Sicherung der Spezifität potentieller Modulatoren auch die 
generelle Sekretion der Zellen überwacht. Hierzu wurde ein Reporterkonstrukt der Gaussia-
Luziferase (GLuc, „Gaussian luciferase“) verwendet, dessen Produkt konstitutiv in den 
Überstand abgegeben wird. Zur Bestimmung der Gaussia-Luziferase-Aktivität im 
konditionierten Medium des Drosophila RNAi-„Screenings“ wurden die 3  µl Medium-
Aliquots in den 384-well-Platten mit 3  µl des „Gaussia luciferase Assay“-Reagenz „GAR-
 B“ versetzt. Anschließend wurde ohne weitere Inkubation das Signal der Gaussia-
Luziferase-Reaktion in einem Plattenluminometer „Analyst HT 384-well plate reader“ 
gemessen. Die Signale der konstitutiv sekretierten Gaussia-Luziferase wurden auf die 
Transfektionseffizienz in Form der FLuc-Signale normalisiert. 
8.2.5.12 Messung der „Firefly luciferase”-Aktivität in Drosophila S2-Zellen 
Um im RNAi-„Screening“ in Drosophila-S2-Zellen Unterschiede in der 
Transfektionseffizienz berücksichtigen zu können, wurde zur Bestimmung der individuellen 
Transfektionsrate ein Reporterplasmid zur Expression der zellulären „Firefly luciferase” ko-
transfiziert. Zur Messung der „Firefly luciferase”-Aktivität in den Zellen des Drosophila 
RNAi-„Screenings“ wurden den Zellen in den 348-well-Platten 25 µl „Firefly luciferase 
Assay“-Reagenz „Steady Lite HTS“ zugesetzt. Dieses Reagenz ist speziell für die Messung 
intrazellulärer Signale ohne vorherige Zelllyse geeignet. Nach 6 min Inkubation bei 
Raumtemperatur wurden die Signale der „Firefly luciferase”-Aktivität im Luminometer 
„Analyst HT 384-well plate reader“ gemessen. Das FLuc-Signal diente als 
Transfektionskontrolle und wurde zur Normalisierung der anderen beiden Werte HRP-APP 
und GLuc verwendet. 
8.2.5.13 Nachweismethoden der Sekretase-Aktivitäten 
Zur in vitro Bestimmung der Aktivitäten der APP-Sheddasen und eventueller Einflüsse der 
TMEM59-Expression auf deren Aktivität wurden Nachweismethoden der Sekretase-
Aktivitäten verwendet, die auf der Spaltung eines fluorogenen Substrates beruhen. Hierbei 
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werden kurze Peptide, die die bevorzugte Schnittstelle einer Sekretase repräsentieren, und 
gleichzeitig mit einer fluoreszenten und einer absorbierenden Gruppe ausgestattet sind, 
zusammen mit der Sekretase inkubiert, so dass erst nach erfolgtem Schnitt die beiden 
Gruppen weit genug voneinander getrennt und Fluoreszenzsignale detektiert werden können. 
8.2.5.13.1 ADAM-Aktivitätsassay 
Der Nachweis der ADAM Aktivität ist mit Hilfe des fluorogenen Peptids „ADAM Substrate 
III“ (Mca-P-L-A-Q-A-V-Dpa-R-S-S-S-R-NH2; R&D) in lebenden Zellen und mit endogener 
ADAM10 Aktivität möglich. Für die Messungen wurden zunächst Zellen in 6-well-Platten 
ausgesät und am nächsten Tag mit Kontroll- bzw. TMEM59-Plasmid transfiziert. Nach einem 
Mediumswechsel und einer weiteren Übernachtinkubation wurden die Überstände 
abgenommen, für den Western Blot aufbewahrt und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. 
Anschließend wurden alle Zellen mit 1 ml PBS überschichtet, wobei die Kontrollgruppe 
zusätzlich 50 µM TAPI1 erhielt, und für 30 min prä-inkubiert. Aus diesen Überständen wurde 
zum Zeitpunkt t = -10 min photometrisch die Hintergrundfluoreszenz (Anregung 320 nm, 
Emission 405 nm) gemessen. Zum Startzeitpunkt von t = 0 min wurden alle Zellen mit 1 ml 
PBS, das 10 µM des fluorogenen Peptidsubstrats enthielt, überschichtet, wobei die 
Kontrollgruppe zusätzlich mit 50 µM TAPI1 behandelt wurde, und für 6 h inkubiert. Alle 30 
min wurden 100 µl der Zellüberstände abgenommen und ihre Fluoreszenz gemessen, 
woraufhin diese wieder in ihr Ursprungswell zurückgegeben wurden um das 
Ausgangsvolumen konstant zu halten. Mit zunehmender Messzeit konnte eine zunehmende 
Fluoreszenz, die mit der Spaltung des fluorogenen Substrats durch ADAM korreliert ist, 
festgestellt werden. Ein autokatalytischer Abbau des Substrats konnte durch eine 
Negativkontrolle (fluorogenes Substrat, das parallel aber ohne Kontakt zu Zellen in PBS 
inkubiert wurde) ausgeschlossen werden. Nach Abschluss der Messreihe konnten die intakten, 
immer noch adhärenten Zellen zu Lysaten für die Proteinbestimmung und den Western Blot 
verarbeitet werden. Zur Auswertung wurden die erhaltenen Fluoreszenzsignale auf das 
vorhandene Protein normalisiert und als Anteil der Kontroll-Plasmid transfizierten Zellen 
ausgedrückt.  
8.2.5.13.2 BACE1-Aktivitätsassay 
Im Gegensatz zum Nachweis der ADAM Aktivität ist der Nachweis der BACE1 Aktivität mit 
Hilfe des fluorogenen Peptids „BACE  Substrate IV“ (Mca-S-E-V-N-L-D-A-E-F-R-K(Dnp)-
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R-R-NH2; R&D) in HEK293E-Zellen auf Grund der geringen endogenen BACE1 Level nur 
in Membranen und nur nach transienter Transfektion von BACE1 möglich. Auch hier wurden 
zunächst Zellen in 6-well-Platten ausgesät und am nächsten Tag mit BACE1-Plasmid und 
Kontroll- bzw. TMEM59-Plasmid ko-transfiziert. Nach einem Mediumswechsel und einer 
weiteren Übernachtinkubation wurden die Überstände abgenommen, für den Western Blot 
aufbewahrt und aus den Zellen die Membranen präpariert. Nach Verdünnen der Proben auf 
eine Proteinkonzentration von 3,3 µg/µg und des Einstellens des pH-Werts auf 4,5 wurden 
jeweils 100 µl einer Probe mit 10 µM des fluorogenen Substrats versetzt und über 90 min die 
Fluoreszenz (Anregung 320 nm, Emission 405 nm) in einer gewärmten Küvette (37°C) 
gemessen. Zur Kontrolle der Signalspezifität wurden parallel Membranen zusätzlich mit 1 
µM des bekannten BACE1 Inhibitor C3 inkubiert. Ein autokatalytischer Abbau des Substrats 
konnte durch eine Negativkontrolle (fluorogenes Substrat, das ohne Membranen in 
Natriumacetatpuffer pH 4,5 inkubiert wurde) ausgeschlossen werden. 
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Ectodomain shedding of the amyloid precursor protein (APP)
by the two proteases- and-secretase is a key regulatory event
in the generation of the Alzheimer disease amyloid  peptide
(A). At present, little is known about the cellular mechanisms
that control APP shedding and A generation. Here, we identi-
fied a novel protein, transmembrane protein 59 (TMEM59),
as a new modulator of APP shedding. TMEM59 was found to
be a ubiquitously expressed, Golgi-localized protein. TMEM59
transfection inhibited complex N- and O-glycosylation of APP
in cultured cells. Additionally, TMEM59 inducedAPP retention
in theGolgi and inhibitedA generation aswell asAPP cleavage
by- and-secretase cleavage, which occur at the plasmamem-
brane and in the endosomes, respectively. Moreover, TMEM59
inhibited the complexN-glycosylation of the prion protein, sug-
gesting a more general modulation of Golgi glycosylation reac-
tions. Importantly, TMEM59 did not affect the secretion of sol-
uble proteins or the -secretase like shedding of tumor necrosis
factor , demonstrating that TMEM59 did not disturb the gen-
eral Golgi function. The phenotype of TMEM59 transfection on
APP glycosylation and sheddingwas similar to the one observed
in cells lacking conserved oligomeric Golgi (COG) proteins
COG1 and COG2. Both proteins are required for normal local-
ization and activity ofGolgi glycosylation enzymes. In summary,
this study shows that TMEM59 expression modulates complex
N- andO-glycosylation and suggests that TMEM59 affects APP
shedding by reducing access of APP to the cellular compart-
ments, where it is normally cleaved by - and -secretase.
Processing of the amyloid precursor protein (APP)3 by two
different proteases, called - and -secretase, is a central regu-
latory event in the generation of the amyloid  peptide (A),
which has a key role in Alzheimer disease (AD) pathogenesis
(1). Both- and-secretase cleave the type Imembrane protein
APP within its ectodomain close to its transmembrane domain
(2). This leads to the secretion of soluble forms of APP (APPs)
and is referred to asAPP shedding. The-secretase is the aspar-
tyl protease BACE1 and cleaves APP at the N terminus of the
A peptide domain, thus catalyzing the first step in A peptide
generation (3, 4). After the initial cleavage of APP by BACE1,
the remaining C-terminal APP fragment is cleaved by -secre-
tase within its transmembrane domain at the C terminus of the
A domain, leading to the secretion of the A-peptide (5). In
contrast to -secretase, -secretase cleaves within the A-se-
quence of APP, and thereby precludes A peptide generation.
Additionally, - but not -secretase cleavage generates a
secreted form of APP (APPs), which has neurotrophic and
neuroprotective properties (6–8). The-secretase is amember
of the ADAM family (A disintegrin and metalloprotease) of
proteases (9–12). At present little is known about how the cell
controls access of APP to its secretases and the amount of -
and -secretase cleavage (reviewed in Refs. 13 and 14). Recent
studies increasingly imply intracellular APP trafficking as a
mechanism to regulate access of APP to its secretases and thus,
the amount of APP processing (15). For example, the neuronal
sorting receptor SorL1 (sorLA, LR11) influences how much
APP is present in the endosomes and is available for cleavage by
-secretase (16, 17). Likewise, changes in endocytic trafficking
control APP - versus -secretase cleavage and are associated
with early neuropathological changes observed in AD brains
(18). Additionally, previous reports indicated that changes in
Golgi glycosylation may affect APP trafficking and - and
-secretase cleavage, but the underlying molecular mecha-
nisms remain unclear. For example, increased sialylation of
APP increases - and -secretase cleavage, whereas inhibition
of the Golgi-localized mannosidase II reduces APP shedding
(19, 20). APP has two N-glycosylation sites at amino acids
Asn467 andAsn496 (with regard to the 695-amino acid longAPP
isoform). Depending on the cell line only one or both of them
may be used (21, 22). N-Glycosylation begins in the endoplas-
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APP; COG, conserved oligomeric golgi; HEK, human embryonic kidney;
YFP, yellow fluorescent protein; TGN, trans-Golgi network; SEAP, soluble
enzyme secretory alkaline phosphatase; TNF, tumor necrosis factor ; HA,
hemagglutinin; GFP, green fluorescent protein; GST, glutathione S-trans-
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mic reticulum, where a core of sugars of the high-mannose type
is co-translationally added to APP and then gradually trimmed.
As APP transits the Golgi, further post-translational modifica-
tions occur (23, 24). The N-glycans are processed to complex
glycans containing galactose and sialic acid. The generation of
complex glycans can be monitored by their sensitivity to
endoglycosidase H, which only removes high-mannose sugars,
but not sugars of the complex type. APP also undergoesO-gly-
cosylation in the Golgi, leading to a marked increase in its
molecular mass. As additional post-translational modification,
APP may be phosphorylated and sulfated.
In general, O-glycosylation and complex N-glycosylation,
which occur in the Golgi, are multistep processes, which
involve a number of different enzymes. New proteins control-
ling the correct cellular localization and the activity of glycosy-
lation enzymes continue to be identified. Among them are the
subunits of the conserved oligomeric Golgi (COG) complex,
which is a hetero-oligomeric complex localized to the cytoplas-
mic face of the Golgi (25, 26). The eight subunits of the COG
complex are soluble proteins named COG1 through COG8.
The COG complex is assumed to act as a retrograde vesicle
tethering factor in intra-Golgi trafficking and is particularly
required for the correct localization and activity of Golgi glyco-
sylation enzymes. Mutations or deletions of COG proteins lead
to multiple defects in glycoprotein processing and are linked to
human disorders, called congenital disorders of glycosylation
(27). It is not yet known whether COG proteins influence APP
processing.
Here, we report that expression of the novel type I trans-
membrane protein 59 (TMEM59) inhibits the Golgi glycosyla-
tion of APP, reduces APP cell surface levels, and blocks APP
cleavage by both - and -secretase. The protein was identified
fromahuman cDNA library, whichwe screened formodulators
of APP shedding (28, 29). TMEM59 has a distant homolog
called TMEM59L or BSMAP (brain-specific membrane-asso-
ciated protein), which is expressed in brain, but also in periph-
eral tissues and in human embryonic kidney 293 cells (30)
(sequence alignment shown in Fig. 1). TMEM59 and
TMEM59L do not have any known functional domains apart
from the signal peptide and the transmembrane domain.More-
over, both proteins have not yet been functionally described.
Interestingly, a similar inhibition of APP glycosylation and
shedding as for TMEM59 expression was observed in COG1-
or COG2-deficient cells, suggesting that TMEM59 affects the
Golgi glycosylation machinery, which also requires the COG
proteins. These results underline that changes in Golgi glyco-
sylation have a profound effect on APP shedding.
EXPERIMENTAL PROCEDURES
Reagents and Antibodies—The following antibodies were
used: anti-HA HA.11 (Covance) and 12CA5 (Roche), anti-
FLAG (Sigma), anti-GFP (Clontech), anti--actin, (Sigma),
anti-calnexin (Stressgene), horseradish peroxidase-coupled
goat anti-mouse and anti-rabbit (Promega), Alexa 555/Alexa
488-coupled secondary anti-mouse (Molecular Probes), Alexa
555-coupled secondary anti-rat antibody (Molecular Probes),
Alexa 488-coupled anti-rabbit secondary antibody (Molecular
Probes), anti-giantin (Alexis) (31), 6E10 (against A1–17,
Senetek Inc.), 6687 (against APP C terminus) (32), 22C11
(against APP ectodomain, provided by Konrad Beyreuther),
192wt (specific for the C terminus of APPs, provided by Dale
Schenk), W02 (against amino acids 5–8 of A, provided by
Konrad Beyreuther) (33), 3552 (against A1–40) (34), EE-17
(against N terminus of BACE1, Sigma), Nicastrin (N1660,
Sigma), and the antibodies GM130, GS15, GS27, GS28, p230,
Syntaxin 6, Vti1a, and Vti1b of the Golgi Sampler Kit, as well as
the antibody against TGN38 (both BDTransduction Laborato-
ries). Polyclonal TMEM59-antiserum 93 was generated against
a synthetic peptide (H2N-309–323-CONH2) from the C termi-
nus of TMEM59 (Eurogentec Seraing, Belgium), 3F4 (anti-
mouse PrP) (35). Rat monoclonal antibody 4E5 (IgG2b), bind-
ing to the C terminus of TMEM59 was generated by
immunization with a GST fusion protein of amino acids 261–
323 of TMEM59 (GST-TMEM59-CT). GST-TMEM59-CT
was expressed in Escherichia coli BL21 cells and purified
according to the manufacturer’s protocol (Amersham Bio-
sciences). Control rat antibody 4G8 (IgG2b) was generated
against the mouse Fc-receptor. Rat monoclonal antibody
BAWT (IgG2a), specific for APPs, was generated against the
peptide ISEVKM derived from the APP -secretase cleavage
site.
Plasmid Construction—TMEM59 in the peak8-vector was
obtained from a human brain cDNA library (Edgebio). The
TMEM59 nucleotide sequence corresponds to accession num-
ber AF047439. Plasmids p12/APP695 and peak12/BACE1 have
been described (36–38). Soluble APPs was cloned into
peak12-vector (ending with amino acids KM at the -secretase
cleavage site). cDNAs of TMEM59 (without UTRs, with C-ter-
minal fusions to GFP and HA tag or N-terminal fusions to
HA tag), TMEM59L (C-terminal fusion to HA tag), and
HA-TMEM59-KKXX with an endoplasmic reticulum-reten-
FIGURE 1. Sequence alignment of TMEM59 and its homolog TMEM59L.
Alignment of the protein sequences of human TMEM59 (323 amino acids)
and its human homolog TMEM59L (342 amino acids, 32% identity between
TMEM59 and TMEM59L). Both proteins are type I transmembrane proteins.
The signal peptide is underlined, the transmembrane domain is marked by a
box, the putative N-glycosylation site is marked with an asterisk, and the anti-
body epitopes are underlined (dashed). Identical amino acids are on a dark
background, similar amino acids are on a light gray background. Between
humans and mice, the amino acid sequence of TMEM59 is highly conserved
(93.8% identity, 97.2% similarity to mouse). Apart from the transmembrane
domain, no other known functional domains are found in TMEM59. TMEM59
is mostly found in vertebrates, but orthologs are also found in some insects
(28.5% identity, 44% similarity to Ixodes scapularis), but not in other inverte-
brates, such as Caenorhabditis elegans or Drosophila melanogaster.
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tion signal added to the C terminus of TMEM59 (…SEIKKTN)
were cloned into peak12-vector. GST-TMEM59-CT was
cloned in pGEX5.1. Peak12/FLAG-TNF-HA, peak12/HA-
SEAP, peak12/GFP (transfection control), and peak12/lucifer-
ase (negative control) have been described (29, 36, 39, 40). The
pcDNA3.1/wtPrP construct was cloned as described (41). The
pShuttle/CMV-YFP-APP was obtained from Kai Simons (42).
The pCAG-IRES2-golgiVENUS was obtained from Timm
Schroeder (43).
Cell Culture, Transfection, and Western Blot—Human
embryonic kidney 293 EBNA (HEK293) cells, COS cells, H4
cells, and U373 cells were cultured in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (Cambrex) supplemented with 10% fetal
bovine serum (HyClone), 50 units/ml of penicillin and 50g/ml
of streptomycin (Invitrogen) (44). Chinese hamster ovary
(CHO) wt, ldlB, ldlC knockout, and [ldlB] rescue CHO cells
were obtained from Monty Krieger and cultured as above.
Transfections were done using Lipofectamine 2000 (Invitro-
gen). One day after transfection the medium was changed.
After an additional overnight incubation cell lysates (in 50 mM
Tris, pH7.5, 150mMNaCl, 2mMEDTA, 1%Nonidet P-40)were
prepared and medium was collected and analyzed. To detect
secreted and cellular APP or other cellular proteins, the protein
concentration in the cell lysate was measured, and correspond-
ing aliquots of lysate or medium were separated by SDS-PAGE
and analyzed by Western blot.
Knockdown of TMEM59—TMEM59 and TMEM59L double
knockdown was achieved using siRNAs (Dharmacon): siRNA-
pool against TMEM59 and a combination of the single siRNAs
number 1 and 3 against TMEM59L. A non-targeting
siRNA-pool (composed of non-targeting siRNAnumbers 3 and
4) was used to assess unspecific effects of siRNA delivery.
HEK293 cells were transfected with 5 nM siRNAs using Lipo-
fectamine RNAiMAX (Invitrogen). Fresh medium was added
after 24 h, completely changed 48 h post-transfection, and cells
were analyzed 72 h after transfection. Knockdown of TMEM59
protein was visualized by immunofluorescence using antibody
93. Knockdown efficiency was determined using quantitative
real-time PCR, because the antibodies generated against
TMEM59 were not sensitive enough to detect endogenous
TMEM59 in the Western blot. Total RNA was isolated (using
the RNeasy mini kit from Qiagen), checked for quality by aga-
rose gel electrophoresis, and reverse transcribed into cDNA
(using the high capacity cDNA reverse transcription kit from
Applied Biosystems.) real-time PCRwas performedwith a 7500
Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) using the
TaqManUniversal PCRMasterMix (ROX) and TMEM59- and
TMEM59L-specific probes as well as the corresponding prim-
ers (Applied Biosystems). The mRNA level was normalized
against the amount of actin gene transcript.
Immunoprecipitations—For HA-soluble enzyme secretory
alkaline phosphatase (SEAP) immunoprecipitation, cell lysates
were incubated with antibody (anti-HA, 12CA5, Roche) over-
night (4 °C) using protein G-Sepharose (Amersham Bio-
sciences). After washing with STEN-NaCl (STEN buffer 0.35
M NaCl) and twice with STEN (0.05 M Tris-HCl, pH 7.5, 0.15 M
NaCl, 2 mM EDTA, and 0.2% Nonidet P-40), bound proteins
were resolved by SDS-PAGE and analyzed byWestern blot. For
A detection in the conditionedmedium immunoprecipitation
with antibody 3552was performed prior to SDS-PAGE. Precip-
itates were transferred to nitrocellulose membranes. A was
analyzed with antibody 6E10 using a Tris-Tricine gel according
to Ref. 45. For APPs detection in the conditioned medium,
immunoprecipitation with antibody BAWT was performed
prior to Western blot using 192wt. Interaction between
TMEM59 and APP was tested by coimmunoprecipitation.
HEK293 cells were transfected with HA-TMEM59 and lysed as
described above. Lysates were incubated with HA tag antibody
overnight (4 °C) using protein G-Sepharose (Amersham Bio-
sciences). After three washing steps (as above), bound proteins
were resolved by SDS-PAGE and analyzed by Western blot
using antibody 6687 against the APP C terminus.
Northern Blot Analysis—Multiple tissue Northern blot anal-
ysis was performed according to the supplier’s protocol (Clon-
tech, BD Biosciences). Briefly, a [-32P]dCTP (Amersham Bio-
sciences)-labeled TMEM59 or actin probe (Random Primer
DNA Labeling System, Invitrogen) was added to a humanmul-
tiple tissue Northern blot (BD Biosciences). Hybridization was
performed overnight at 65 °C. Excess probe was removed by
washing with 2 SSC, 0.1% SDS at room temperature followed
by washing with 0.1 SSC, 0.1% SDS at 65 °C. The blot was
exposed to Super RX film (Fuji).
Immunocytochemistry—COS cells plated on coated cover-
slips were left untreated or were transfected with GFP-tagged
TMEM59, respectively. After 24 h the cells were washed in
ice-cold phosphate-buffered saline supplemented with 1 mM
CaCl2, 0.5 mM MgCl2, transferred to 4% paraformaldehyde, 4%
sucrose in phosphate-buffered saline, and fixed for 20 min and
stained with 1:200 diluted anti-TMEM59 93 antibody/peptide
blocked antibody or undiluted anti-TMEM59 4E5-antibody/
IgG2b antibody and 1:200 diluted giantin antibody. As second-
ary antibodies, 1:500 diluted Alexa 555-/Alexa 488-coupled
secondary anti-mouse, Alexa 555-coupled secondary anti-rat
antibody, and Alexa 555-/Alexa 488-coupled anti-rabbit sec-
ondary antibody were used. Cells were analyzed using a Zeiss
510Meta confocal system equipped with a 40/1.3 objective.
Live Cell Imaging—HEK293 cells plated in poly-L-lysine-
coated 15-mslide 8-well plates (Ibidi)were cotransfectedwith
yellow fluorescent protein (YFP)-APP and either control plas-
mid or HA-TMEM59. HEK293 cells transfected with pCAG-
IRES2-golgiVENUS were also incubated in this formate. After
24 h the cells were analyzed using a Zeiss 510Meta confocal
system equipped with a 100/1.3 objective.
N-Linked Glycosylation Analysis—HEK293 cells were trans-
fected with TMEM59-HA. In additional experiments BACE1
was cotransfected with either control plasmid or TMEM59.
Cell lysates were divided into four aliquots and treated with or
without 1 unit of N-glycosidase F or with and without 1 milli-
unit of endoglycosidaseH for 17 h at 37 °C in the presence of the
buffers recommended by the supplier (Roche). Samples were
loaded onto a SDS-PAGE and analyzed by Western blot using
the APP-antibody 22C11, anti-HA HA.11, or anti-BACE1
EE-17.
ADAM and BACE Fluorimetric Assays—ADAM activity was
measured in intact cells as described previously (46, 47).
HEK293 cells were transfected with either control plasmid or
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TMEM59. The metalloprotease inhibitor TAPI-1 (50 M; Pep-
tides International) and the fluorogenic substrate (10 M;Mca-
PLAQAV(Dpa)RSSSR-NH2; R&DSystems)were used.ADAM
activity was measured as fluorescence and recorded every 30
min. At the end of the incubation the obtained fluorescence
signals were normalized to protein content and samples were
checked for TMEM59 effects on APP shedding andmaturation
(data not shown).
To investigate BACE activity in TMEM59 expressing cells a
fluorimetric assay (48, 49) was used. HEK293 cells were co-
transfected with BACE1 and either control plasmid or
TMEM59. Samples were prepared by harvesting membranes
(50), solving them in STETbuffer (0.05MTris-HCl, pH 7.5, 0.15
MNaCl, 2 mM EDTA, and 1% Triton X-100), and diluting to 3.3
mg/ml of protein in 10 mM sodium acetate buffer, pH 4.5.
Hydrolysis of a fluorogenic BACE substrate (10 M; Mca-
SEVNLDAEFRK(Dnp)RR-NH2; R & D Systems) was recorded
in the absence or presence of BACE inhibitor C3 (1 M; Calbio-
chem) in 100 l of the described samples. Additionally samples
were checked for TMEM59 effects on APP shedding and mat-
uration (data not shown).
RESULTS
TMEM59 Modulates Maturation and Shedding of APP—To
analyze the effect of TMEM59 on APP processing, TMEM59
was transiently transfected into HEK293 cells expressing
endogenous APP. Compared with control cells TMEM59
expression reduced the level of -secretase cleaved, secreted
APP (APPs) in the conditionedmediumby about 60% (Fig. 2A
and for quantification, see B). In the cell lysate of control cells
APP was present in lower (100 kDa) and higher (115 kDa)
molecular mass forms (Fig. 2A). The lower molecular mass
form corresponds to immature APP, which has obtained the
coreN-glycosylation in the endoplasmic reticulum (high-man-
nose form) but does not carry complex sugars and is not yet
O-glycosylated. The higher molecular mass form (Fig. 2A) cor-
responds to mature APP, which is O-glycosylated and carries
complexN-linked sugars (24). Both modifications are added as
APP transits the Golgi complex. Surprisingly, in the TMEM59
expressing cells the mature form of APP was strongly dimin-
ished and showed a reduced apparent molecular mass. The
immature form of APP carrying the core N-glycosylation was
slightly increased (Fig. 2A), suggesting a reduction of complex
APP glycosylation. Additionally, we observed that TMEM59
mildly affected the complex glycosylated form of the -secre-
tase subunit nicastrin (Fig. 2C), but this effect was less pro-
nounced than for APP (Fig. 2, B and D).
Because the amount of A derived from endogenous APP is
below the detection limit of the commonly used antibodies, we
next coexpressed APP with either control vector or TMEM59
in HEK293 cells. Similar to endogenous APP, TMEM59
strongly inhibited APPs secretion and APP maturation (Fig.
2E). The-secretase cleaved, solubleAPP (APPs) was reduced
to a similar extent as APPs. Consistent with the reduction in
APPs levels, expression of TMEM59 reduced A generation
(Fig. 2E). The low amounts of APPs and APPs that were
still secreted upon TMEM59 expression showed a slightly
enhanced electrophoretic mobility. This may be due to a
reduced complex glycosylation similar to the observed reduc-
tion of the complex glycosylated, mature APP in the cell lysate.
The apparent molecular mass of the immature APP (only core
FIGURE 2. TMEM59 effect on APP shedding and APP maturation. A, control
plasmid (con) or TMEM59 were transfected into HEK293 cells. The lysate (lys)
was blotted against cellular APP (22C11, **, mature and *, immature form of
the APP751 splice variant; the band below the asterisk corresponds to the
immature form of the shorter APP695 variant) and TMEM59 (HA.11), the
supernatant (sup) was blotted against secreted APPs (W02). B, TMEM59
expression reduced the amount of secreted APP (APPs) by about 60% com-
pared with control cells. Quantification of blots shown in A. Given are mean 
S.E. of 4 independent experiments. ***, p  0.001, determined with t test.
C, control plasmid (con) or TMEM59 were transfected into HEK293 cells. The lysate
(lys) was blotted against nicastrin (N1660, **, mature and *, immature form of
nicastrin) and TMEM59 (HA.11). D, TMEM59 expression reduced the amount
of mature nicastrin by about 30% compared with control cells. Total amounts of
nicastrin were not changed. Quantification of blots shown in C. Given are mean
S.E. of 8 independent experiments. **, p  0.01, determined with t test. E, APP695
and either control plasmid (con) or HA-TMEM59 with GFP as transfection control
were transfected into HEK293 cells. The lysate was blotted against cellular APP
(22C11), TMEM59 (HA.11), and GFP, the supernatant was blotted against secreted
APPs (W02), APPs (192wt), and A (6E10, after immunoprecipitation).
F, HEK293 cells were transfected with APP695 and either control plasmid (con) or
TMEM59L-HA. The experiment was carried out as described in E. G, control plas-
mid (con) or TMEM59 were transfected into HEK293 cells. ADAM activity was
measured in intact cells for 6 h in the presence or absence of TAPI-1 (50 M).
Shown is the relative ADAM activity in % of control cells. Given are mean  S.E. of
5 (con/TMEM59) or 3 (con TAPI-1/TMEM59 TAPI-1) independent experiments.
H, BACE1 and either control plasmid (con) or TMEM59 were transfected into
HEK293 cells. BACE activity was recorded for 90 min in membranes in the pres-
ence or absence of BACE inhibitor C3 (1 M). Shown is the relative BACE activity in
% of control cells. Given are meanS.E. of 6 (con/TMEM59) or 3 (con C3/TMEM59
C3) independent experiments.
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N-glycosylation) was not altered, demonstrating that TMEM59
did not affect the core N-glycosylation of APP (compare also
Fig. 7A), but specifically blocked the O-glycosylation and the
complexN-glycosylation of APP. Similar results on APPmatu-
ration and shedding as in HEK293 cells were observed in COS7
(data not shown) and CHO cells (see Fig. 8). The TMEM59
homolog TMEM59L had a similar inhibitory effect on APP
maturation and shedding as TMEM59 (Fig. 2F), revealing that
both proteins have similar functions, at least with regard to
APP. AnN-terminal or C-terminal HA-epitope tag or fusion to
GFP did not alter the effect of TMEM59 on APP glycosylation
or shedding (data not shown).
TMEM59 expression did not affect the activity of - and
-secretase, as measured by established assays using fluoro-
genic substrates (46, 48) (Fig. 2, G and H). As a control for the
specificity of the assay, cleavage of the fluorogenic -secretase
substrate could be inhibited to about 50% by the metallopro-
tease inhibitor TAPI-1 (Fig. 2G), in agreement with a previous
study (46). Likewise, cleavage of the fluorogenic -secretase
substrate could be inhibited by about 90% using the specific
BACE1 inhibitor C3 (51) (Fig. 2H). This experiment demon-
strates that the TMEM59-induced reduction of APPs and
APPs levels is not due to a reduction of secretase activities, but
may be caused by altered APP glycosylation and trafficking (see
below).
Next, we analyzed how knockdown of TMEM59 affects APP
maturation and shedding. HEK293 cells were transiently trans-
fected with control siRNAs or siRNAs against TMEM59 or
TMEM59Lor against both. The single knockdownofTMEM59
or TMEM59L did not significantly affect APP shedding ormat-
uration (data not shown). This may be due to the fact that even
in the absence of one or both proteins, the other homolog is still
present, because both proteins are expressed in HEK293 cells
(30). In fact, the combined knockdown of TMEM59 and
TMEM59L reduced shedding of the endogenous APPs and
APPs by 30–40%, respectively (Fig. 3, A and B). APP matura-
tion showed a mild reduction, which, however, did not reach
statistical significance. This may be due to the fact that despite
an efficient knockdown, 20% of TMEM59 and 30% of
TMEM59L RNA were still remaining, as measured by quanti-
tative reverse transcription-PCR (Fig. 3C). The successful
knockdown of TMEM59 was also verified by immunofluores-
cence (Fig. 3D). For TMEM59L no antibody is available that
detects the endogenous protein, either by immunoblot or
immunofluorescence. The finding that both knockdown and
overexpression of TMEM59 and TMEM59L affected APP
shedding in a similar manner is reminiscent of what has been
reported for other proteins, such as endocytic endophilins (29,
52, 53), adaptor proteins FE65 (54), and c-Jun N-terminal
kinase-interacting proteins (55). Typically, these proteins form
hetero-oligomeric complexes. A protein knockdown leads to a
loss of fully assembled, functional complexes, and protein over-
expression is assumed to lead to too many complexes that are
not fully assembled, thus again resulting in a loss of functional
complexes. Potentially, TMEM59 and TMEM59L also form
complexes with as yet unidentified proteins, such that overex-
pression and knockdown affect APP maturation and shedding
in a similar manner.
TMEM59 Reduces APP Cell Surface Levels—In addition to
the reduction of APP maturation and shedding, the expres-
sion of TMEM59 strongly reduced APP levels at the cell sur-
face, as observed by live cell imaging using a fusion protein
(YFP-APP) of YFP and APP. In control transfected HEK293
cells YFP-APP was found at the plasma membrane and in the
Golgi (Fig. 4A). In contrast, in cells transfected with TMEM59,
YFP-APP fluorescence was confined to the Golgi and perinu-
clear sites, but no plasmamembrane stainingwas observed (Fig.
4B). This analysis reveals that TMEM59 strongly reduced the
APP levels in the later cellular compartments where APP nor-
mally undergoes shedding and is consistent with the reduced
levels of APPs and APPs upon TMEM59 expression. Taken
together, TMEM59 strongly reduced the amount of mature
APP (complex N- and O-glycosylated), APP staining at the cell
surface, as well as APP cleavage by - and -secretase.
TMEM59 Is a Glycosylated, Golgi-localized Protein—Given
that TMEM59 reduced theGolgi glycosylation of APP and con-
fines APP staining to the Golgi, we next tested whether
TMEM59 itself is a Golgi-localized protein. Indeed, immuno-
fluorescence analysis of COS cells demonstrated Golgi staining
of the endogenous TMEM59, which overlapped with the well
characterized Golgi markers giantin (cis-medial Golgi) (31, 56)
and p230 (trans-Golgi and TGN) (57) (Fig. 5, A and B). With
both markers a partial colocalization was observed, indicating
localization of TMEM59 throughout all Golgi cisternae. A sim-
ilar partial colocalization was observed with several other
FIGURE 3. Knockdown of TMEM59 and TMEM59L affects APP shedding.
A, HEK293 cells were transfected with control siRNA or siRNAs against
TMEM59 and TMEM59L. Endogenous APP and its cleavage products were
detected as described in the legend to Fig. 2A. B, knockdown (KD) of TMEM59
and its homolog reduced the amount of secreted APP (APPs and APPs) by
about 30 – 40% compared with control cells. Quantification of blots shown in
A. Given are mean  S.E. of 4 independent experiments. *, p  0.05, deter-
mined with t test. C, siRNA treatment reduced mRNA levels of TMEM59 and
TMEM59L by about 70 – 80%, as determined by quantitative reverse tran-
scription-PCR. Given are mean  S.E. of 4 independent experiments. ***, p 
0.001, determined with t test. D, endogenous TMEM59 (antibody 93) was
detected in permeabilized HEK293 cells treated with control siRNAs (con) but
not in cells treated with siRNAs against TMEM59 and TMEM59L (KD). Scale
bars  10 m. For a more detailed immunofluorescence analysis, see Fig. 5.
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markers for the Golgi cisternae, such as GM130, GS15, and
GS28 (data not shown).
The costaining with giantin was observed using two different
antibodies against TMEM59, a polyclonal (Fig. 5A) and a
monoclonal one (Fig. 5B). As a specificity control, TMEM59
was not detected, when the polyclonal antibody was blocked by
the antigenic peptide (Fig. 5A) or when the isotype control anti-
body for the monoclonal antibody was used (Fig. 5B). Endoge-
nous TMEM59 also showed Golgi staining in human neurogli-
oma H4 and human astroglioma U373 cells (data not shown),
which is in agreement with its ubiquitous expression, as deter-
mined by Northern blot analysis (data not shown). GFP-tagged
TMEM59 showed the same Golgi localization as the endoge-
nous protein and to a lower extent additional reticular staining,
presumably of the endoplasmic reticulum (Fig. 5C). These
experiments show that TMEM59 is a Golgi-localized protein
and may be used as a novel Golgi marker for immunofluores-
cence studies.
The Golgi localization of TMEM59 is in line with its glyco-
sylation pattern. In the immunoblot the transfected TMEM59
showed an apparent molecular mass of about 40 kDa (Fig. 3D).
Endogenous TMEM59 was not detected, presumably because
the endogenous expression level was below the detection limit
of the antibodies in the immunoblot. The apparent molecular
mass of 40 kDa is slightly higher than its calculated molecular
mass of 36 kDa. This difference is likely due to N-glycosylation
at amino acid 90, where a typical N-glycosylation amino acid
motif is located (Asn-Arg-Thr, Fig. 1). In fact, treatment with
N-glycosidase F reduced the apparent molecular mass to about
38 kDa (Fig. 5D). The sugar moiety could also be removed with
endoglycosidase H (Fig. 5D), which only removes sugars that
are not of the complex type. This suggests that TMEM59 is
localized in an early compartment of the secretory pathway and
is in good agreement with Golgi localization observed by fluo-
rescence microscopy.
TMEM59 Inhibits Complex Glycosylation in the Golgi—
Next, we investigated in more detail the mechanism by which
TMEM59 inhibits thematuration of APP. Given that TMEM59
localizes to theGolgi and blocks theGolgi glycosylation of APP,
we generated a TMEM59 mutant with an added endoplasmic
reticulum retention signal (TMEM59-KKXX). This mutant did
not inhibit APP glycosylation and shedding compared with
wild-type TMEM59 (Fig. 6A), revealing that TMEM59must be
able to leave the endoplasmic reticulum to inhibit APP shed-
ding and maturation. Next, we tested whether an unrelated
Golgi membrane protein could induce a similar effect on APP
maturation and shedding as observed forTMEM59.To this aim
we used golgiVENUS, which consists of the cytoplasmic and
transmembrane domains of -1,4-galactosyltransferase fused
to the fluorescent protein VENUS. This protein showed Golgi
staining (not shown), in agreement with a previous study (43).
In contrast to TMEM59, golgiVENUS did not affect APP mat-
uration and shedding (Fig. 6B), revealing that the inhibitory
effect on APP glycosylation and shedding was specific to
TMEM59.
By coimmunoprecipitation, no significant interaction was
observed betweenTMEM59 andAPP inHEK293 cells (data not
shown), suggesting that TMEM59 does not directly act onAPP.
Instead, we considered the possibility that TMEM59 leads to a
more general modulation of Golgi glycosylation reactions. To
test this possibility, we analyzed whether TMEM59 also affects
the complexN-glycosylation of two other proteins unrelated to
APP, the -secretase BACE1 and the prion protein (PrP). Both
proteins are N-, but not O-glycosylated. Additionally, the
immature (core N-glycosylation) and the mature (complex
N-glycosylation) forms of both proteins can be well separated
by gel electrophoresis. BACE1 was cotransfected with either
control vector or TMEM59 into HEK293 cells. In control cells
BACE1wasmainly present in amature and to a low extent in an
immature form, in agreement with previous publications (58,
59). The mature form is complex N-glycosylated and resistant
to treatment with endoglycosidase H, which only removes
N-linked sugars that are not complex glycosylated (Fig. 7A). In
contrast, the immature form is sensitive to endoglycosidase H
and lacks complex glycosylation (Fig. 7A) (58, 60). Expression of
TMEM59 strongly suppressed the mature form of BACE1, but
increased the amount of immature BACE1, which lacks com-
plex glycosylation (Fig. 7A). This reveals that TMEM59 inhibits
the complex N-glycosylation of BACE1.
PrP is a glycosylphosphatidylinositol-anchored membrane
protein that is involved in the prion diseases. PrP expressed in
HEK293 cells was present in differentially glycosylated forms
(Fig. 7B), in agreement with previous publications (61, 62). The
lower three bands correspond to the unglycosylated, themono-
glycosylated, and the diglycosylated forms, which carry the core
N-glycosylation in a high-mannose form. The upper broad
band represents the complexN-glycosylated PrP (Fig. 7B). Sim-
ilar to BACE1, expression of TMEM59 inhibited the complex
N-glycosylation of PrP, but did not affect core glycosylation
with the high-mannose sugars. Together with the data on APP
these results suggest that TMEM59 induces a more general
block of Golgi glycosylation reactions.
TMEM59 Does Not Affect the Secretion of Soluble Proteins—
Because TMEM59 not only affects the Golgi glycosylation, but
also the shedding of APP, we next tested, whether TMEM59
FIGURE 4. TMEM59 leads to retention of APP in the Golgi. HEK293 cells
were transiently cotransfected with YFP-APP and either control plasmid
(con)(A) or TMEM59 plasmid (B). The living cells were analyzed using a Zeiss
510Meta confocal system. The arrows point to the plasma membrane (red)
and the Golgi (white), respectively. Scale bars  10 m.
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blocked general post-Golgi traffic. To this aim, the effect of
TMEM59 on the secretion of the SEAP was investigated. SEAP
is a complex N-glycosylated protein. Upon TMEM59 expres-
sion, themature band of SEAPwas absent in the cell lysate (Fig.
7C). In the conditioned medium the apparent molecular mass
was decreased, which is in line with a lack of Golgi glycosyla-
tion. Despite the lack of SEAP maturation the total amount of
SEAP secretion was not significantly reduced upon TMEM59
expression (Fig. 7C), demonstrating that TMEM59 does not
affect the general protein secretion. Likewise, when the APP
ectodomain (APPs) was expressed as a soluble protein lacking
transmembrane and cytoplasmic domains, the amount of
secretion was not altered upon TMEM59 expression (Fig. 7D).
Similar to SEAP, the secreted APPs had a lower apparent
molecular mass, indicating a loss of Golgi glycosylation. As a
further control we testedwhether TMEM59 affects shedding of
the cytokine tumor necrosis factor  (TNF), which is a non-
glycosylated single-span membrane protein. TNF undergoes
FIGURE 5. TMEM59 localizes to the Golgi. A, endogenous TMEM59 was
detected in permeabilized COS cells with polyclonal antibody 93 (green) and
showed costaining with the endogenous Golgi marker giantin (red). As a con-
trol the TMEM59 antibody did not detect TMEM59 when blocked by the
antigenic peptide. TMEM59 was detected in permeabilized COS cells with the
polyclonal antibody 93 (red) and showed costaining with the endogenous
Golgi marker p230 (green). B, endogenous TMEM59 was detected in perme-
abilized COS cells with the monoclonal antibody 4E5 (red) and showed a
costaining with the endogenous Golgi marker giantin (green). An isotype
antibody served as control for the specificity of the 4E5 antibody. C, GFP-
tagged TMEM59 was transiently transfected into COS cells. Scale bars  10
m. D, HEK293 cells were transiently transfected with HA-TMEM59. Aliquots
of the cell lysate were treated () or not () with endoglycosidase F or H as
indicated. The actin blot shows equal loading in all lanes.
FIGURE 6. Control proteins do not affect APP shedding and maturation.
A, control plasmid (con), HA-TMEM59 or HA-TMEM59-KKXX were transfected
into HEK293 cells. The lysate (lys) was blotted against cellular APP (22C11),
TMEM59 (HA.11), and GFP as a transfection control, the supernatant (sup) was
blotted against secreted APPs (W02). The vertical black lines in the gels indi-
cate that the samples were run on the same gel, but not directly next to each
other. B, control plasmid (con), HA-TMEM59, or golgiVENUS were transfected
into HEK293 cells. The experiment was carried out as described in
A, golgiVENUS was detected by anti-GFP.
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shedding in an -secretase like fashion similar to APP (63). In
contrast to APP, TMEM59 did not alter TNF shedding (Fig.
7E), demonstrating that it does not act on all proteins, which
undergo shedding. Together, these results demonstrate that
despite the more general inhibitory effect on Golgi glycosyla-
tion reactions and the reduction of APP shedding, TMEM59
does not inhibit all functions of the Golgi apparatus. Secretion
of soluble proteins (SEAP, APPs) as well as shedding of an
unglycosylated protein (TNF) occurred normally.
TMEM59 Expression Resembles a Loss-of-function of the
COG Complex—Next, we tested whether other proteins
involved in Golgi N- and O-glycan processing would have a
similar effect on APP maturation and shedding as TMEM59.
Defects inGolgi glycan processing can also be caused by the loss
of function of the COG complex. The COG complex is a het-
ero-octameric protein complex consisting of COG1 through
COG8 and is required for correct localization and activity of
Golgi-localized proteins, in particular enzymes involved in the
glycosylation process (25, 26). For example, CHO cells lacking
COG1 or COG2 show defects in the glycosylation and cell sur-
face levels of the low density lipoprotein receptor and other
protein glycoconjugates (64). This raises the possibility that the
COG-deficient CHO cells show a similar defect of APP glyco-
sylation and shedding as the TMEM59 expressing cells. To test
this possibility, wild-type CHO cells as well as ldlB (COG1-
deficient) and ldlC (COG2-deficient) CHO cells were cotrans-
fectedwithAPP and either control vector or TMEM59. Inwild-
type CHO cells, APP was detected in its mature and immature
forms. Transfection of TMEM59 reducedAPPmaturation (Fig.
8A), consistent with the results in HEK293 cells (Fig. 8A). Like-
FIGURE 7. TMEM59 inhibits glycosylation of different proteins. HEK293
cells were transiently transfected with the indicated constructs and either
control vector (con) or TMEM59. GFP served as transfection control, where
indicated. Lysates (lys) and supernatants (sup) were blotted against TMEM59
(93) and the indicated proteins. A, lysates of BACE1 transfected cells were
treated with N-glycosidase F (F) or endoglycosidase H (H), controls
remained untreated (F, H). The samples were blotted against BACE1 (EE-
17, ***, mature, **, immature, and *, de-glycosylated BACE1) and TMEM59
(93). As a control, APP was deglycosylated in the same manner, revealing that
TMEM59 does not affect the core N-glycosylation, but only the complex gly-
cosylation (mature form) of APP. B, transfected PrP was detected in the lysate
(3F4, **, complex glycosylated and *, di-/mono-/unglycosylated forms of PrP).
C, secreted alkaline phosphatase (HA-SEAP) was detected in the supernatant
(after immunoprecipitation) or in lysate (**, mature and *, immature SEAP)
and detected with anti-HA antibody. D, transfected APPs was detected in
the supernantant (192wt) and TMEM59 in the lysate (93). E, FLAG-TNF-HA
was transfected. fl-TNF and TNF-NTF were detected in the lysate (FLAG),
secreted TNF (HA) in the supernatant.
FIGURE 8. A knockout of COG proteins shows similar defects of APP gly-
cosylation as TMEM59 expression. A, wtCHO, ldlB-CHO, and ldlC-CHO cells
were cotransfected with APP695 and either control plasmid (con) or TMEM59.
The lysates (lys) were blotted against cellular APP (22C11) and TMEM59 (93),
the supernatant (sup) was blotted against secreted APPs (W02). The quanti-
fication shows the secreted APPs normalized to the cellular APP and is rep-
resented as mean  S.E. of three to four independent experiments. B, wtCHO,
ldlB-CHO, and [ldlB]-CHO cells were transfected with APP695. [ldlB]-CHO cells
are COG1-deficient ldlB cells retransfected with COG1. The lysates (lys) were
blotted against cellular APP (22C11) and the supernatants (sup) against
secreted APPs (W02).
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wise, APP shedding was reduced by about 70% as measured by
the amount ofAPPsdetectedwith theW02 antibody (Fig. 8A).
The remaining APP showed a slightly enhanced electro-
phoretic mobility, consistent with the results in HEK293 cells
(Fig. 8A). Compared with the wild-type CHO cells, ldlB and
ldlC cells showed no mature APP, indicating an inhibition of
APP maturation (Fig. 8A), similar to the effect of TMEM59
observed in the wild-type cells. Additionally, when the amount
of secreted APPs was normalized to the total amount of APP
in the cell lysate, a reduction of APP shedding by 40 and 55%
was observed for ldlB and ldlC cells, respectively (Fig. 8A).
Importantly, when COG1 was retransfected into ldlB (Cog1-
deficient) cells ([ldlB]), APP maturation and shedding were
restored to wild-type levels (Fig. 8B). This demonstrates that
COG1 and COG2 are required for normal APPmaturation and
shedding. TMEM59 expression did not further reduce APP
shedding in the ldlB and ldlC cells, suggesting that TMEM59
inhibits the same cellular Golgi glycosylationmachinery, which
requires the COG proteins.
DISCUSSION
APP shedding is a central event in A generation, because
shedding by -secretase directly contributes to A generation,
whereas shedding by -secretase prevents A formation. The
molecular mechanisms that regulate APP shedding are not yet
well defined, but include cellular signaling pathways, such as
the mitogen-activated protein kinase pathway, and a diverse
group of compounds, including lipid derivatives, calcium, and
cholinesterase inhibitors (14, 65). Additionally, recent studies
increasingly imply intracellular APP trafficking as amechanism
to regulate access of APP to its secretases and thus, the amount
of APP processing (15). This study identifies TMEM59 as a
novel proteinmodulating cell surfaceAPP levels, APP shedding
by - and -secretase, and A generation.Moreover, this study
identifies three additional proteins: TMEM59L, COG1, and
COG2 as novel modulators of APP shedding.
Our study shows that TMEM59 is a novel Golgi-localized
protein, which affects glycosylation processes in the Golgi,
but not in the endoplasmic reticulum. TMEM59 expression
blocked both O-glycosylation and complex N-glycosylation,
which occur in the Golgi, but did not affect the cotranslational
addition of the coreN-glycosylation in the endoplasmic reticu-
lum. A function of TMEM59 as a modulator of Golgi glycosy-
lation was further supported by the finding that TMEM59
induced a similar phenotype on APP glycosylation and shed-
ding as the loss of COG1 and COG2. The COG complex is a
hetero-octameric protein complex consisting of subunits
COG1 through COG8. The COG complex is assumed to act as
a retrograde vesicle tethering factor in intra-Golgi trafficking
and is particularly required for the correct localization and
activity of Golgi glycosylation enzymes (25, 26). Deficiencies in
individual COG complex proteins are linked to human congen-
ital disorders of glycosylation and result in different defects in
protein glycosylation, presumably due to mislocalization or
degradation of enzymes involved in the glycosylation process
(26, 27). In particular, CHO cells lacking COG1 (ldlB cells) or
COG2 (ldlC cells) show defects in glycosylation and cell surface
levels of the low density lipoprotein receptor and other protein
glycoconjugates (64) without apparent defects in overall secre-
tion or endocytosis (66).
In contrast to the COG proteins, which are soluble proteins
binding to the cytoplasmic face of the Golgi, TMEM59 and its
homolog TMEM59L are membrane proteins. Potentially, both
proteins affect the activity of one or several Golgi glycosylation
enzymes, which are also transmembrane proteins. Alterna-
tively, TMEM59 may indirectly modulate Golgi glycosylation
by affecting the correct cellular localization of the correspond-
ing glycosylation enzymes.
The reduction of APP Golgi glycosylation was accompanied
by reduced levels of mature APP and slightly increased levels of
immature APP in TMEM59 expressing cells. Additionally,
TMEM59 induced a predominant Golgi staining of APP and a
reduction of cell surface APP staining. These results suggest
that TMEM59 prevents access of APP to the plasmamembrane
and the endosomes, where it is normally cleaved by - and
-secretase. The activity of both enzymes was found to be not
affected by TMEM59 expression. Additionally, the shedding of
TNF as well as the secretion of soluble proteins, such as SEAP,
were not affected, demonstrating that TMEM59 did not block
general protein transport to the cell surface. Currently, it is
unclear why TMEM59 induces the inhibition of cell surface
transport of APP but not TNF or soluble proteins. We con-
sider the following possibilities. Potentially, there is a cellular
control mechanism ensuring that Golgi glycosylation of APP,
but not the other proteins, is complete, before APP can exit the
Golgi or the TGN for its transport to the plasma membrane.
However, this scenario seems unlikely, because a previous
study found that APP shedding was normal in CHO cells
expressing an APP mutant lacking N-glycosylation sites or
when APP lacked normal O-glycosylation (67).
Given that TMEM59 not only inhibits the glycosylation of
APP, an alternative explanation could be that an as yet
unknown glycoprotein is required for APP transport to the cell
surface, regardless of whether APP is fully glycosylated or not.
This conclusion has also been drawn in a previous study that
analyzed APP shedding in CHO cells with reducedN- orO-gly-
cosylation (67). We would expect that upon TMEM59 expres-
sion such a glycoprotein would no longer be complex glycosy-
lated and may have lost its function of allowing APP transport
to the cell surface. Although such a protein is not yet known, it
is interesting to note that APP does associate with glycosylated
membrane proteins, such as SorL1 and LRP1, and that this
interaction occurs in the secretory pathway (16, 68). Whether
these or other proteins require their glycosylation for correct
transport of APP remains to be tested in future studies.
In an alternative scenario, the plasmamembrane transport of
APP may occur in a manner different from those proteins,
which were secreted normally, even in the absence of complex
glycosylation. In fact, different membrane proteins use differ-
ent transport routes from the TGN to the plasma membrane.
For example, distinct TGN exit sites have been reported for the
transport of TNF and E-cadherin to the plasma membrane.
Although TNF leaves the TGN through p230/golgin-245-
coated tubules, E-cadherin exits through golgin-97-coated
tubules (69). If APP exits the TGN through other sites than
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TNF and the soluble proteins, wewould expect that TMEM59
blocks the exit site for APP but not for the other proteins.
Our finding that changes in Golgi glycan processing not only
affect APP glycosylation, but also APP cell surface levels and
APP shedding by - and -secretase is in agreement with pre-
vious studies. One study blocked complex N-glycosylation in
the Golgi by use of the drug swainsonine, which inhibits Golgi-
localized mannosidase II (19). Under these conditions APP
showed increased Golgi localization, which supports the idea
that changes in the Golgi glycosylation process can impair the
intracellular transport of APP. Additionally, APP shedding was
reduced, presumably both by - and -secretase. Conversely,
transfection of the 2,6-sialyltransferase ST6Gal-I increased
APP sialylation and enhanced APP shedding by both - and
-secretase, as well as A secretion (19, 20). In this case, the
increasedAPP shedding appeared to result specifically from the
enhanced sialylation of APP and not other cellular proteins
(20).
Interestingly, changes in the activity of glycan processing
enzymes have been observed in AD brains compared with age-
matched controls, such as reduction in the activity of sialyl-
transferases and a corresponding change in general protein gly-
cosylation (70, 71). Because sialylation increases APP secretion,
a reduced sialyltransferase activity may contribute to the
reduced levels of the neuroprotective and neurotrophic APPs,
as it is found in Alzheimer disease (72). However, it remains to
be determined whether the altered sialyltransferase activity
directly contributes to the disease process or occurs as a conse-
quence of the disease process.
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